Die Aktivierung der Signalkinase TcsC und des High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs in Aspergillus fumigatus als neue Strategie zur Therapie invasiver Schimmelpilzmykosen by Spadinger, Anja
  
 
 
 
Die Aktivierung der Signalkinase TcsC und des High 
Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs in 
Aspergillus fumigatus als neue Strategie zur Therapie 
invasiver Schimmelpilzmykosen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
von 
 Anja Regina Spadinger 
 
  
 Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwürde  
der Tierärztlichen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität  
München 
 
 
 
 
 
 
 
Die Aktivierung der Signalkinase TcsC und des High 
Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs in 
Aspergillus fumigatus als neue Strategie zur Therapie 
invasiver Schimmelpilzmykosen 
 
 
 
 
 
 
von Anja Regina Spadinger 
aus Villingen-Schwenningen 
 
 
München 2018  
  
 
Aus dem Veterinärwissenschaftlichen Department der Tierärztlichen 
Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
 
 
Lehrstuhl für Bakteriologie und Mykologie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arbeit angefertigt unter der Leitung von: 
Prof. Dr. rer. nat. Frank Ebel 
      
 
 
                             
  
 
 
 
 
Gedruckt mit Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät 
der Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dekan:   Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, PhD 
 
Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Frank Ebel 
 
Korreferent/en: Univ.-Prof. Dr. Dr. habil. Manfred Gareis 
   Univ.-Prof. Dr. Holm Zerbe 
   Priv.-Doz. Dr. Wolfram Petzl 
   Priv.-Doz. Dr. Marlon R. Schneider 
 
 
 
 
 
 
Tag der Promotion: 10. Februar 2018 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für meine Familie 
 
 
 
 
  
Inhaltsverzeichnis     VI 
INHALTSVERZEICHNIS 
I. EINLEITUNG......................................................................................... 1 
II. LITERATURÜBERSICHT.................................................................... 3 
1. Aspergillus fumigatus .............................................................................. 3 
1.1. Taxonomie und Bedeutung ....................................................................... 3 
1.2. Morphologie, Lebenszyklus und Habitat von A. fumigatus ........................ 4 
2. Bedeutung in der Humanmedizin .......................................................... 6 
2.1. Die allergisch bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) ............................ 7 
2.2. Das Aspergillom (Pilzball) ........................................................................ 7 
2.3. Die invasive Aspergillose (IA) .................................................................. 8 
3. Bedeutung in der Veterinärmedizin ..................................................... 11 
3.1. Die Aspergillose des Geflügels und anderer Vögel.................................. 11 
3.2. Die Aspergillose der Wiederkäuer .......................................................... 13 
3.3. Die Aspergillose des Pferdes................................................................... 15 
3.4. Die Aspergillose bei Hund und Katze ..................................................... 16 
3.5. Die Aspergillose der Meeressäuger ......................................................... 17 
4. Methoden für die Diagnostik von Aspergillosen .................................. 18 
4.1. Diagnostische Methoden in der Humanmedizin ...................................... 18 
4.2. Diagnostische Methoden in der Veterinärmedizin ................................... 20 
5. Aktueller Stand der antifungalen Therapie ......................................... 21 
6. Der High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalweg ................................. 24 
6.1. Die Stressantwort über den HOG-Signalweg in A. fumigatus und sein 
Potenzial als Angriffspunkt für neue, antifungale Therapeutika ............... 24 
6.2. Zwei-Komponenten-Systeme und Hybrid-Histidin-Kinasen (HHK) in 
pathogenen Pilzen ................................................................................... 27 
III. PUBLIKATIONEN .............................................................................. 31 
1. Publikation 1 ......................................................................................... 31 
2. Publikation 2 ......................................................................................... 41 
IV. DISKUSSION ....................................................................................... 51 
1. Die Notwendigkeit der Entwicklung neuer antifungaler 
Inhaltsverzeichnis     VII 
Therapiemöglichkeiten ......................................................................... 51 
1.1. Das Problem der Resistenzbildung gegen die Gruppe der Azole ............. 51 
1.2. Neue therapeutische Probleme durch Infektionen mit Nicht-Aspergillus 
Schimmelpilzen ...................................................................................... 52 
1.3. Die Typ III Hybrid-Histidin-Kinase TcsC und der HOG-Signalweg als 
geeigneter Angriffspunkt für die Entwicklung neuer Therapeutika .......... 53 
2. Hybrid-Histidin-Kinasen als positive oder negative Regulatoren 
des HOG-Signalwegs ............................................................................ 57 
3. Die proximale HAMP-Domäne reguliert die Aktivität des 
Kinase-Moduls ...................................................................................... 60 
4. Interaktionen zwischen TcsC-Molekülen ............................................ 63 
5. Die Bedeutung der Lokalisation von TcsC .......................................... 64 
6. Die Identifizierung neuer HOG-aktivierender Substanzen ................ 67 
V. ZUSAMMENFASSUNG ...................................................................... 71 
VI. SUMMARY........................................................................................... 73 
VII. LITERATURVERZEICHNIS ............................................................. 75 
VIII. DANKSAGUNG ................................................................................... 91 
 
Abkürzungsverzeichnis     VIII 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
ABC ATP binding cassette 
ABPA allergisch bronchopulmonale Aspergillose 
AID autoinhibitorische Domäne 
AIDS Aquired immune deficiency syndrome 
CGD Chronic granulomatous disease 
CT Computertomographie 
DNA Deoxyribonucleic acid 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FRAP Fluorescence recovery after photobleaching 
GFP grün fluoreszierendes Protein 
HATPase_c Domäne Histidine kinase-like ATPase catalytic domain 
HHK Hybrid-Histidin-Kinase 
HK Histidin-Kinase 
HOG High Osmolarity Glycerol 
HPt Histidine-containing Phosphotransfer Protein 
IA invasive Aspergillose 
IPA invasive pulmonale Aspergillose 
MAPK Mitogen-aktivierte Protein Kinase 
MAPKK Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 
MAPKKK Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase Kinase 
MDR Multi drug resistance 
NLS Nuclear localization sequence 
PCR Polymerase chain reaction 
RFP rot fluoreszierendes Protein 
sp. eine Spezies 
spp. mehrere Spezies 
TcsC Two-component system C 
 
 
Abkürzungsverzeichnis     IX 
Abbildungsverzeichnis   X 
ABBILDUNGSVERZEICHNIS 
Abbildung 1: Taxonomische Einordnung von A. fumigatus .................................. 3 
Abbildung 2: Morphologie und Lebenszyklus von A. fumigatus ........................... 5 
Abbildung 3: Aufnahme von A. fumigatus Konidien durch Inhalation .................. 6 
Abbildung 4: Entwicklung der invasiven Aspergillose (IA) in Abhängigkeit von 
der Art der Immunsuppression ......................................................... 9 
Abbildung 5: Übersicht der wichtigsten durch A. fumigatus ausgelösten 
Krankheitsbilder im Menschen ...................................................... 10 
Abbildung 6: Übersicht über die Gruppen der verfügbaren Antimykotika und 
deren Wirkung ............................................................................... 22 
Abbildung 7: Der HOG-Signalweg in A. fumigatus ............................................ 25 
Abbildung 8: Vergleich der Zwei-Komponenten Systeme in Bakterien und in 
Pilzen ............................................................................................ 28 
Abbildung 9: Die Hybrid-Histidin-Kinase TcsC (Two-component system C) in A. 
fumigatus ....................................................................................... 29 
Abbildung 10: Modell der negativen Regulation des HOG-Signalwegs durch die 
Hybrid-Histidin-Kinase Sln1 in S. cerevisiae ............................... 58 
Abbildung 11: Modell der positiven Regulation des HOG-Signalwegs durch die 
Hybrid-Histidin-Kinase TcsC in A. fumigatus.............................. 59 
Abbildung 12: Zusammenhang zwischen der positiven oder negativen Regulation 
des Kinase-Moduls durch die proximale HAMP-Domäne und der 
positiven oder negativen Regulation des HOG-Signalwegs ......... 62 
Abbildung 13: Regulation der Aktivität von DhNik1 in Debaroymces hansenii 
unter normal-osmotischen Bedinungen und unter osmotischem 
Stress .......................................................................................... 62 
Abbildung 14: Nuclear localization sequences (NLS) und die potentielle 
Transmembrandomäne in TcsC aus A. fumigatus......................... 66 
Abbildung 15: Strukturformeln von Fludioxonil, Iprodion und Quintozene ........ 68 
Abbildung 16: Screening Assay zur Identifizierung HOG-aktivierender 
Substanzen .................................................................................. 69 
 
  
Abbildungsverzeichnis   XI 
 
  
I. Einleitung      1 
I. EINLEITUNG 
Mikroorganismen spielen sowohl im Leben des Menschen als auch im Leben der 
Tiere eine außerordentlich wichtige Rolle. Zum einen als natürlicherweise 
vorkommende und nützliche Besiedler verschiedener Körperoberflächen, zum 
anderen aber auch als krankheitsauslösende Faktoren.  
Infektionskrankheiten können neben Bakterien, Viren und Parasiten auch durch 
Pilze ausgelöst werden. Weltweit gibt es schätzungsweise 1,5 Millionen 
verschiedene Pilzarten (L. HAWKSWORTH, 2002). Pilze sind ein natürlicher Teil 
unserer Umwelt und besetzen nahezu jeden Lebensraum, von Gewässern bis zum 
Erdreich (LATGÉ, 1999). Oft jedoch wird ihre Bedeutung als Auslöser schwerer 
Erkrankungen beim Menschen unterschätzt und die Erforschung pathogener Pilze 
schreitet langsamer voran als die anderer pathogener Mikroorganismen (BROWN 
et al., 2012). Pilze gehören zu den Eukaryonten, das heißt, sie unterscheiden sich 
grundlegend von Bakterien oder Viren. Neben einem echten Zellkern besitzen sie 
Organellen wie das endoplasmatische Retikulum, den Golgi-Apparat oder 
Mitochondrien und ähneln daher im Aufbau mehr den Zellen der Säugetiere als 
denen der Bakterien (GROß, 2013). Nur wenige der bekannten Pilzarten sind in der 
Lage, Krankheiten auszulösen. Pathogene Pilze sind zumeist opportunistische 
Erreger, das heißt, eine Infektion von gesunden Menschen findet kaum statt, da der 
Pilz vom Immunsystem erkannt und eliminiert wird (MCCORMICK et al., 2010). 
Gefährdet an einer invasiven Mykose zu erkranken sind vor allem 
immunsupprimierte Patienten, dazu gehören AIDS-Patienten, Patienten nach einer 
Organ- oder Stammzelltransplantation, Frühgeborene oder Patienten nach Erhalt 
einer immunsuppressiven Therapie (NUCCI & MARR, 2005). Auslöser einer 
invasiven Mykose sind zum einen Hefen wie Candida spp. und Cryptococcus spp. 
und zum anderen filamentöse Pilze. Klinisch besonders relevant ist die Gattung 
Aspergillus, wobei Aspergillus fumigatus die wichtigste Rolle einnimmt (ENOCH 
et al., 2006). Die Letalitätsrate einer durch A. fumigatus ausgelösten invasiven 
Aspergillose bewegt sich zwischen 40 % und 90 % und ist damit sehr hoch (LIN et 
al., 2001). Dafür verantwortlich ist die meist späte und schwierig zu stellende 
Diagnose und die anschließende Therapie, die sich oft schwierig gestaltet und deren 
Erfolg leider in vielen Fällen unbefriedigend bleibt. 
Auch in der Veterinärmedizin spielen Infektionen mit Aspergillus eine wichtige 
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Rolle, sie können in nahezu allen Haussäugetieren, Wildtieren und Vögeln 
nachgewiesen werden (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Ähnlich wie in der 
Humanmedizin sind hiervon häufig immunsupprimierte Tiere betroffen, wobei aber 
auch belastende Umweltbedingungen, Vorerkrankungen eines Tieres oder 
anatomische Besonderheiten, wie beispielsweise die Luftsäcke der Vögel, zur 
Entwicklung einer Aspergillose führen können (ZMEILI & SOUBANI, 2007).  
Die Anzahl der Antimykotika, welche für eine systemische Behandlung zur 
Verfügung stehen, ist auf drei Wirkstoffgruppen begrenzt: Polyene, Azole und 
Echinocandine. Das Polyen Amphotericin B war lange Zeit das Therapeutikum 
erster Wahl zur Behandlung einer invasiven Aspergillose. Da es aber erhebliche 
nephrotoxische Eigenschaften zeigt, wurde es mittlerweile durch den Einsatz von 
Voriconazol aus der Gruppe der Azole als Ersttherapeutikum abgelöst (BATES et 
al., 2001). In den vergangenen Jahren traten jedoch vermehrt Resistenzen gegen 
Azole auf (AZEVEDO et al., 2015). Echinocandine, wie Caspofungin, zeichnen 
sich durch eine gute Wirksamkeit aus und sind auch dadurch interessant, dass sie 
sich in ihrem Wirkmechanismus von den Polyenen und Azolen deutlich 
unterscheiden (MARR et al., 2004b).  
Insgesamt lässt sich sagen, dass die beschränkte Anzahl der vorhandenen 
Therapiemöglichkeiten und die Entwicklung von Resistenzen gegen einige dieser 
Substanzen eine erfolgreiche Behandlung der Aspergillose oft erschweren. Daher 
ist die Entwicklung neuer Strategien zur Therapie und Bekämpfung der 
Aspergillose sowohl des Menschen als auch der Tiere dringend erforderlich.   
Ein alternativer Ansatz zur Bekämpfung von Aspergillosen und anderen Mykosen 
wäre die Aktivierung des sogenannten High Osmolarity Glycerol (HOG) 
Signalwegs (SHOR & CHAUHAN, 2015). Der HOG-Signalweg wurde in 
Saccharomyces cerevisiae entdeckt und spielt eine zentrale Rolle in der 
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts im Wasserhaushalt unter hypo- und 
hyperosmotischen Bedingungen (BAHN, 2008). Eine pharmakologische 
Aktivierung dieses Signalwegs führt zu einer Störung des osmotischen 
Gleichgewichts und schädigt den Pilz dadurch massiv (OKADA et al., 2005). 
Bislang wird diese Strategie jedoch nur in der Landwirtschaft zur Bekämpfung von 
pflanzenpathogenen Pilzen angewendet (KILANI & FILLINGER, 2016). Ob die 
Aktivierung des HOG-Signalwegs einen geeigneten Ansatz für die Therapie von 
Infektionen mit pathogenen Pilzen im Menschen oder im Tier darstellt, ist eine noch 
offene Frage und erfordert weitere Forschungsarbeit.
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II.  LITERATURÜBERSICHT 
1. Aspergillus fumigatus 
1.1. Taxonomie und Bedeutung 
1863 wurde die Art A. fumigatus erstmals von Johann Baptist Georg Wolfgang 
Fresenius beschrieben, einem deutschen Arzt und Botaniker aus Frankfurt am Main 
(SCHMIDT, 1998). Der Begriff „fumigatus“ leitet sich von dem lateinischen Wort 
„fumus“ ab, was Rauch bedeutet. Der Name entstand durch die grün-graue Färbung 
der asexuellen Sporen (Konidien) dieses Pilzes und deren rauchartigem Aufwirbeln 
bei einem Luftzug. Die Gattung Aspergillus an sich wurde schon 1729 durch den 
italienischen Gärtner und Botaniker Pietro Antonio Micheli beschrieben. Er 
verglich das Aussehen der Sporenträger mit einem Weihwasserwedel (Aspergill) 
und benannte den Pilz danach. Heute ist auch die Bezeichnung 
„Gießkannenschimmel“ gebräuchlich.  
Lange wurde angenommen, A. fumigatus zähle zu den Fungi imperfecti, da zwar 
bekannt war, dass der Pilz alle nötigen Gene zur sexuellen Vermehrung besitzt, 
diese aber noch nicht nachgewiesen werden konnten (GROßE & KRAPPMANN, 
2008). Im Jahr 2009 wurde schließlich gezeigt, dass sich A. fumigatus sowohl 
vegetativ als auch sexuell vermehren kann und somit wird er in die Klasse der 
Ascomycota eingeordnet (O'GORMAN et al., 2009). Abbildung 1 zeigt die 
taxonomische Klassifikation von A. fumigatus. 
__________________________________________________________________ 
Domäne: Eucaryota 
Reich: Fungi (Pilze) 
Abteilung: Ascomycota (Schlauchpilze) 
Klasse: Ascomycetes (Echte Schlauchpilze) 
Ordnung: Eurotiales 
Familie: Trichocomaceae 
Gattung: Aspergillus (Gießkannenschimmel) 
Hauptarten: A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans 
__________________________________________________________________ 
Abbildung 1: Taxonomische Einordnung von A. fumigatus 
(G.S. DE HOOG, 2000) 
Die Gattung Aspergillus umfasst ca. 200 Arten, wovon ca. 40 als pathogen 
eingestuft werden (KLICH, 2006). Einige dieser Arten sind aufgrund ihrer Primär- 
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oder Sekundärmetabolite von Interesse für die Industrie. A. terreus wird 
beispielsweise für die Gewinnung von Cyclosporin A, einem Immunsuppressivum 
und Lovastatin, einem Cholesterinsenker, genutzt (HAJJAJ et al., 2001). A. niger 
dient der Herstellung von Zitronensäure sowie verschiedener Enzyme wie 
Proteasen, Amylasen, Pektinasen und Phytasen (DAGENAIS & KELLER, 2009). 
A. flavus hingegen kann durch die Produktion von Aflatoxinen großen 
gesundheitlichen Schaden anrichten und ist deshalb als Lagerpilz in der 
Landwirtschaft gefürchtet. Das Toxin kann zur Entstehung von Leberkrebs 
beitragen und führt bei chronischer Exposition zur Immunsuppression 
(WILLIAMS et al., 2004). 
1.2. Morphologie, Lebenszyklus und Habitat von A. fumigatus 
Der Schimmelpilz A. fumigatus zählt zu den Saprophyten, somit ist er nicht in der 
Lage, Chemo- oder Photosynthese zu betreiben und ernährt sich ausschließlich von 
totem organischem Material. Das natürliche Habitat dieses Pilzes ist der Erdboden, 
wo er mit Hilfe einer Vielzahl von sezernierten Enzymen organisches Material zu 
verwertbaren Makromolekülen abbauen kann. Aufgrund dieser Fähigkeiten kommt 
A. fumigatus beim Recycling von Stickstoff und Kohlenstoff aus sich zersetzender 
Biomasse eine große Bedeutung zu (LATGÉ, 1999). Als thermotoleranter 
Organismus erstreckt sich der Temperaturbereich, in welchem A. fumigatus 
wachsen kann, von 30–55 °C, wobei auch bei 70 °C noch ein Überleben des Pilzes 
möglich ist (ABAD et al., 2010). Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 37 
°C (LATGÉ, 1999). Nicht nur die Fähigkeit, unter verschiedensten Umwelt- und 
Temperaturbedingungen zu bestehen, macht A. fumigatus zu einem erfolgreichen 
Organismus, sondern auch seine äußerst effiziente Art der Verbreitung über 
Konidien. In jedem Kubikmeter Luft befinden sich 1–100 dieser asexueller Sporen 
(LATGÉ, 1999), die so über weite Distanzen transportiert werden können. 
Aufgrund des hohen Trehalosegehaltes, welcher als kompatibles Solut fungiert, 
sind die 2–3 µm großen Sporen in der Lage, über einen längeren Zeitraum in der 
Umwelt zu überleben (NI & YU, 2007). Dem Schutz der Konidien vor äußeren 
Einflüssen dient eine Schicht aus hydrophoben Proteinen, der sogenannten „rodlet 
layer“. Sie besteht aus den beiden Hydrophobinen RodA und RodB und verhindert 
die Erkennung durch Makrophagen und andere Phagozyten (AIMANIANDA et al., 
2009). Auch ist bekannt, dass die Einlagerung des Pigments Melanin zum Schutz 
der Sporen vor äußeren Einflüssen wie beispielsweise UV-Licht beiträgt 
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(LANGFELDER et al., 2003). 
Die Auskeimung der Sporen beginnt in Abhängigkeit von verschiedenen Faktoren, 
wie Temperatur, pH-Wert, Feuchtigkeitsgehalt und der vorhandenen 
Kohlenhydrat- und Stickstoffquelle (CARLILE et al., 2001). Zunächst schwillt die 
Spore durch isotropes Wachstum auf bis zu 5 µm an (ROHDE et al., 2002). Nach 
wenigen Stunden kommt es zur Ausbildung von Keimschläuchen, die polar in 
Richtung des terminalen Bereichs wachsen und so eine Hyphe bilden. Durch die 
Bildung von Septen entstehen innerhalb der Hyphe einzelne Kompartimente, die 
mehrere Zellkerne besitzen, also coenocytisch sind. Jedes Septum enthält eine Pore, 
wodurch der Austausch von Zytoplasma und somit die Kommunikation zwischen 
einzelnen Kompartimenten gewährleistet ist (BLOEMENDAL & KÜCK, 2013). 
Während des Wachstums der Hyphen kommt es zur Verzweigung und damit zur 
Bildung von dichtem Myzel. Kommt das Myzel in Kontakt mit Luft, wird die 
Bildung von neuen Konidien, die Sporulation, induziert. Hierbei fungieren einzelne 
Zellen des Myzels als Fußzelle, von der aus senkrecht zur Längsachse ein 
Konidiophor emporwächst. Am Ende des Konidiophors entsteht ein birnenförmiges 
Konidiophorenvesikel, woraus sich die konidienbildenden Phialiden als längliche 
Strukturen ausstülpen, von denen sich wiederum die Konidien abschnüren und 
lange Ketten bilden (RAPER, 1965). Die Konidien werden anschließend über die 
Luft verbreitet und der Lebenszyklus von A. fumigatus beginnt von vorne 
(Abbildung 2).  
 
Abbildung 2: Morphologie und Lebenszyklus von A. fumigatus 
(SCHWIENBACHER, 2005) 
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2. Bedeutung in der Humanmedizin 
Aufgrund der Allgegenwärtigkeit von A. fumigatus, beispielsweise in der Raumluft 
oder der Erde, ist der Mensch einem ständigen Kontakt mit den Konidien dieses 
Schimmelpilzes ausgesetzt. Obwohl deshalb jeder Mensch täglich mehrere hundert 
Konidien einatmet (LATGÉ, 1999), kommen Infektionen mit A. fumigatus bei 
gesunden und immunkompetenten Personen in der Regel nicht vor. Die Aufnahme 
der Konidien durch Inhalation ist in Abbildung 3 dargestellt. Gelangen Konidien 
durch Inhalation in die Lunge des Menschen, sind sie aufgrund ihrer geringen 
Größe von 2–3 µm in der Lage, das Flimmerepithel und damit die mukoziliäre 
Clearance zu überwinden und bis in die Alveolen der Lunge vorzudringen. Auch 
kann die Bildung von Gliotoxin die Frequenz des Zilienschlags des respiratorischen 
Epithels reduzieren und somit zu einer Schwächung der mukoziliären Clearance 
führen (AMITANI et al., 1995). In den Alveolen der Lunge angelangt, treffen die 
Konidien auf Alveolarmakrophagen, die einerseits zur Phagozytose der Konidien 
fähig sind und andererseits verschiedene Zytokine und Chemokine abgeben 
können, was zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten führen kann. Die 
damit ausgelöste lokale Entzündungsreaktion führt in der Regel zu einer effizienten 
Eliminierung der eingedrungenen Konidien (DAGENAIS & KELLER, 2009).  
 
Abbildung 3: Aufnahme von A. fumigatus Konidien durch Inhalation 
(SCHWIENBACHER, 2005) 
Allergische Reaktionen, wie bronchiales Asthma, allergische Sinusitis oder 
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Alveolitis, sind in der Regel die Folge einer ständigen oder wiederholten Exposition 
gegenüber A. fumigatus Konidien. Diese Erkrankungen gehen nicht mit der Bildung 
von Myzel innerhalb des Patienten einher, es kommt also nicht zur Infektion. In 
vielen Fällen führt schon die Senkung der Sporenbelastung zu einer Besserung der 
klinischen Symptomatik (LATGÉ, 1999).  
Ist hingegen die Abwehrleistung eines Menschen beeinträchtigt, läuft er Gefahr, an 
einer Infektion mit A. fumigatus zu erkranken, die schwerwiegend verlaufen kann. 
Bei der Infektion des Wirtes unterscheidet man zwischen nicht invasiven 
Erkrankungen, wie dem Aspergillom (Pilzball) und der allergisch 
bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA), und den invasiven Erkrankungen, wie 
der invasiven pulmonalen Aspergillose (IPA) oder extrapulmonalen 
Manifestationen wie beispielsweise Keratitis, Otitis oder Sinusitis (RUCHEL & 
REICHARD, 1999). 
2.1. Die allergisch bronchopulmonale Aspergillose (ABPA) 
Die allergisch bronchopulmonale Aspergillose ist eine der schwerwiegendsten 
allergisch pulmonalen Erkrankungen. Sie entsteht durch eine Immunreaktion auf 
Antigene von A. fumigatus. Es liegt hierbei eine oberflächliche Kolonisierung des 
Lumens der Bronchien vor (VAUGHAN, 1993). Sie betrifft vor allem Patienten, 
die an Asthma oder cystischer Fibrose leiden, wobei etwa 1–2 % der 
Asthmapatienten (SCHWARTZ & GREENBERGER, 1991) und 3–25 % der 
Patienten mit cystischer Fibrose betroffen sind (MATURU & AGARWAL, 2015). 
Klinisch manifestiert sich die ABPA als bronchiales Asthma mit transienten 
Lungeninfiltraten, die zu Bronchiektasien und schließlich zur Lungenfibrose führen 
können (WARDLAW & GEDDES, 1992). Neben den Symptomen des Asthmas 
zeigen Patienten außerdem Thoraxschmerzen, Hämoptysen und Myalgien. Um die 
ABPA zu diagnostizieren, können die Rosenberg-Patterson Kriterien angewendet 
werden. Zu den essentiellen Kriterien gehören das Vorhandensein des bronchialen 
Asthmas, eine positive Hautreaktion auf injizierte Aspergillus-Antigene, eine 
Erhöhung des Gesamt-IgE-Gehalts im Serum, eine Erhöhung spezifischer IgE und 
IgG gegen Aspergillus-Antigene und zentrale Bronchiektasien (ROSENBERG et 
al., 1977) 
2.2. Das Aspergillom (Pilzball) 
In den 1950er Jahren war das Aspergillom die klassische Form der Aspergillose, 
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heute kommt es bei 10–15 % der höhlenbildenden Lungenkrankheiten vor 
(ADDRIZZO-HARRIS et al., 1997). Das Aspergillom tritt nur in bereits 
bestehenden Hohlräumen der Lunge auf, wie sie zum Beispiel bei Tuberkulose, 
Sarkoidose oder anderen bullösen Lungenerkrankungen vorkommen. Nachdem die 
inhalierten Konidien ausgekeimt sind, kommt es zu einem kugelförmigen, in der 
Regel nicht invasiven Wachstum der Hyphen innerhalb des zur Verfügung 
stehenden Hohlraums. Die Hyphen des Aspergilloms sind in einer proteinartigen 
Matrix eingebettet, in deren Peripherie es auch zur Sporulation kommt (LATGÉ, 
1999). Oft zeigen Patienten mit Aspergillom keine Symptome, es kann aber in 
seltenen Fällen durch das Eindringen der Hyphen in die Bronchialarterien zu 
lebensbedrohlichen Hämoptysen kommen (CHOTIRMALL et al., 2013). Die 
Diagnose wird meist als Zufallsbefund in einer Röntgenaufnahme oder einer 
Computertomographie (CT) der Lunge gestellt. Das Aspergillom kann chirurgisch 
entfernt werden, diese Therapiemöglichkeit sollte jedoch Patienten mit schwerer 
Hämoptyse vorbehalten sein, da es zu ernsten postoperativen Komplikationen wie 
Blutungen und bronchopleuralen Fisteln kommen kann. Neben der oralen Therapie 
mit Antimykotika können diese auch CT-gesteuert direkt in das Aspergillom 
injiziert werden, was eine vielversprechende Alternative zur chirurgischen 
Sanierung darstellt (STEVENS et al., 2000). 
2.3. Die invasive Aspergillose (IA) 
Die invasive Aspergillose gilt als die schwerste Erkrankung die mit A. fumigatus in 
Verbindung gebracht wird und betrifft fast ausschließlich immunsupprimierte 
Patienten. Dazu gehören Patienten mit hämatologischen Neoplasien wie Leukämie, 
Patienten nach Organ- oder Stammzelltransplantation, Patienten unter 
langanhaltender Corticosteroidgabe und AIDS Patienten (DAGENAIS & 
KELLER, 2009). Außerdem sind Patienten, die an chronischer Granulomatose 
(chronic granulomatous disease, CGD) leiden, oft empfänglicher für 
Pilzinfektionen, da die Funktion der Phagozyten durch einen genetischen Defekt in 
der NADPH-Oxidase beeinträchtigt ist (LEIDING & HOLLAND, 1993). Die 
Mortalität der invasiven Aspergillose bewegt sich zwischen 40 % und 90 %, 
abhängig vom Immunstatus des Patienten, dem Infektionsort und der eingeleiteten 
Therapie (LIN et al., 2001). Verantwortlich für das erhöhte Risiko dieser Patienten, 
an einer invasiven Aspergillose zu erkranken, sind zum einen eine Neutropenie, 
also eine verringerte Anzahl an neutrophilen Granulozyten im Blut, und zum 
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anderen eine durch Corticosteroide verursachte Immunsuppression. Abhängig 
davon, welche der genannten Arten einer Immunsuppression vorliegt, 
unterscheiden sich auch die pathologischen Konsequenzen im Verlauf der 
Erkrankung (BERENGUER et al., 1995). Dies ist in Abbildung 4 dargestellt. 
 
Abbildung 4: Entwicklung der invasiven Aspergillose (IA) in Abhängigkeit 
von der Art der Immunsuppression 
Modifiziert nach Dagenais und Keller, 2009 (DAGENAIS & KELLER, 2009) 
Eine Neutropenie entsteht meist, wenn Patienten über einen längeren Zeitraum mit 
Cyclophosphamid, einem Zytostatikum, behandelt werden. Dabei interkaliert der 
Wirkstoff in die DNA, stört dadurch die Replikation und führt zur Depletion von 
weißen Blutzellen, einschließlich der neutrophilen Granulozyten. Die Folge ist eine 
stark abgeschwächte Entzündungsreaktion auf eine Infektion. Es kommt zu einem 
schnellen und massiven Hyphenwachstum mit Angioinvasion und Dissemination 
in andere Organe. Daraus resultieren Thrombosen und Blutungen, die bis zum Tod 
führen können (DAGENAIS & KELLER, 2009). In Patienten, die Corticosteroide 
erhalten, nimmt die invasive Aspergillose pathologisch gesehen einen völlig 
anderen, nicht-angioinvasiven Verlauf. Glucocorticoide beeinträchtigen das 
Immunsystem auf vielfältige Weise, jedoch werden weiterhin neutrophile 
Granulozyten rekrutiert (DAGENAIS & KELLER, 2009). Die Erkrankung ist hier 
nicht durch unkontrolliertes Hyphenwachstum gekennzeichnet, sondern durch die 
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Entstehung von pyogranulomatösen Infiltraten, Gewebsnekrosen und einer 
massiven Entzündungsreaktion durch die einwandernden Neutrophilen. Das 
Gewebe kann dabei so stark geschädigt werden, dass keine Heilung mehr möglich 
ist und es zum Tod des Patienten kommt (DAGENAIS & KELLER, 2009).  
Es können vier verschiedene Formen der invasiven Aspergillose unterschieden 
werden: Die akute oder chronische invasive pulmonale Aspergillose (IPA), welche 
die am häufigsten vorkommende Form darstellt, die Tracheobronchitis oder 
obstruktive Bronchitis, die akute invasive Rhinosinusitis und die disseminierte 
Form der IA mit Gehirn- oder anderer Organbeteiligung (DENNING, 1998). Die 
Symptome der IA sind oft unspezifisch. Dazu gehören Brustschmerz, Hämoptysen, 
Dyspnoe, trockener Husten und Fieber. Entwickelt sich eine disseminierte Form der 
IA, die zum Beispiel durch hämatogene Streuung des Erregers verschiedene Organe 
und insbesondere das Gehirn betreffen kann, steigen die Mortalitätsraten auch bei 
adäquater antifungaler Therapie auf bis zu 90 % an (THOMPSON & 
PATTERSON, 2008). Die wichtigsten Krankheitsbilder, die A. fumigatus im 
Menschen auslösen kann, sind in Abbildung 5 zusammengefasst. 
 
Abbildung 5: Übersicht der wichtigsten durch A. fumigatus ausgelösten 
Krankheitsbilder im Menschen 
(BECK, 2014) 
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3. Bedeutung in der Veterinärmedizin 
In nahezu allen Haussäugetieren, Wildtieren und Vögeln können Infektionen mit 
Aspergillus nachgewiesen werden und verursachen ein breites Spektrum von 
Krankheitsbildern. Diese reichen von allergischen Reaktionen auf inhalierte 
Konidien über lokale Infektionen bis hin zu systemischen Aspergillosen 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Prädisponierend für die Entwicklung einer 
Aspergillose ist, ähnlich wie in der Humanmedizin, zumeist eine eingeschränkte 
Funktionsfähigkeit des Immunsystems. Es können aber auch gesunde Tiere 
betroffen sein, die immunsupprimierenden Umweltbedingungen ausgesetzt sind 
oder an einer Vorerkrankung leiden. Beispielsweise ist bekannt, dass Tuberkulose 
als Grunderkrankung eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Aspergillose 
spielen kann (ZMEILI & SOUBANI, 2007). Die häufigsten Formen der 
Aspergillose sind pulmonale Infektionen bei Geflügel und anderen Vögeln, Abort 
und Mastitis beim Rind, Luftsackmykosen beim Pferd, sinonasale Infektionen bei 
Hund und Katze, sowie mit Pneumonien assoziierte disseminierte Infektionen in 
Meeressäugern (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
3.1. Die Aspergillose des Geflügels und anderer Vögel 
A. fumigatus gilt als einer der häufigsten Auslöser respiratorischer Erkrankungen 
beim Vogel (BEERNAERT et al., 2010). Der Grund hierfür scheint zu sein, dass A. 
fumigatus kleinere Sporen besitzt als andere Spezies wie A. flavus, A. niger oder A. 
terreus und daher tief in den Respirationstrakt eintreten kann (RICHARD & 
THURSTON, 1983). Außerdem kann die Beeinträchtigung der mukoziliären 
Clearance durch die Bildung von Gliotoxin das Eindringen der Konidien in die 
Alveolen der Lunge erleichtern (AMITANI et al., 1995). Prädisponierend für die 
Entwicklung einer Aspergillose beim Vogel ist eine erhöhte Sporenkonzentration 
in der Umwelt. Auslöser hierfür sind vielfältig, wie beispielsweise eine warme und 
feuchte Umgebung mit schlechter Belüftung, schlechte Hygienebedingungen oder 
über lange Zeit gelagertes Futter (BEERNAERT et al., 2010). Ebenso kann ein 
geschwächtes Immunsystem durch längerfristige Gabe von Glucocorticoiden, 
Antibiotika, falsche Ernährung, die zu einer Hypovitaminose A führt, oder 
Überbelegung des Stalls prädisponierend für eine Aspergillose sein (BEERNAERT 
et al., 2010). Infektionen beginnen meist mit der Inhalation von Konidien und 
betreffen in der Regel zuerst die Luftsäcke (NARDONI et al., 2006). Die Luftsäcke 
führen die Luft wie Blasebälge durch die Lunge, kommen also zuerst mit der 
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eingeatmeten Luft in Kontakt. Im Gegensatz zur Lunge der Säugetiere, ist der 
Respirationstrakt des Vogels nur mit wenigen residenten Makrophagen besetzt 
(BROWN et al., 1997). Darüber hinaus ist die mukoziliäre Clearance weitaus 
schlechter ausgebildet (MAINA, 2006). Dies führt zu einer geringeren Elimination 
der eingedrungenen Konidien. Wenn eine erhöhte Sporenbelastung oder eine 
Immunsuppression vorliegt, kann es zur Entstehung von lose aufliegenden Plaques 
kommen, welche zu einer Obstruktion der Trachea führen oder die Luftsäcke 
ausfüllen können (BEERNAERT et al., 2010). Weiterhin können die Luftsäcke 
durch das Hyphenwachstum penetriert werden, was zu einer Serositis oder 
oberflächlichen Nekrosen der umgebenden Organe führen kann (TSAI et al., 1992). 
Neben dieser lokalen Infektionen kann es zu disseminierten Aspergillosen durch 
hämatogene Streuung kommen (BEERNAERT et al., 2010).  
Wie sich die Aspergillose des Vogels manifestiert, hängt von der Infektionsdosis, 
der Verteilung der Sporen, möglichen Vorerkrankungen und dem Immunstatus des 
Vogels ab. Es können drei Krankheitsverläufe unterschieden werden 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015): 
 Die akute Aspergillose 
 Die chronische Aspergillose 
 Die Mykotoxikose 
Die akute Aspergillose betrifft meist junge Vögel und ist durch eine hohe 
Morbidität und Mortalität gekennzeichnet. Sie entsteht durch die Inhalation einer 
großen Menge an Konidien und zeigt in der Regel unspezifische Symptome wie 
zum Beispiel Anorexie, Lethargie, Kümmern, Bewegungsstörungen, Dyspnoe, 
Polyurie, Polydipsie und plötzliche Todesfälle (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
Werden Küken während des Schlüpfens infiziert, verläuft die Aspergillose meist 
tödlich innerhalb der ersten zehn Lebenstage (HAMET et al., 1991). Beim älteren 
Geflügel umfassen die respiratorischen Symptome auch Schnabelatmung, 
Zyanosen, Schwanzwippen oder Pfeifgeräusche (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).
  
Die chronische Aspergillose wird mit einer Immunsuppression des Wirts in 
Zusammenhang gebracht, die meist durch schlechte Haltungsbedingungen entsteht. 
Sie tritt nur sporadisch auf und betrifft vor allem ältere Tiere, die zur Zucht 
eingesetzt werden (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Die vorherrschenden 
Symptome sind unspezifisch, wie zum Beispiel reduziertes Allgemeinbefinden, 
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Gewichtsverlust und verminderte Belastbarkeit verbunden mit Dyspnoe. Es kann 
aber auch zu einer Beteiligung des Nervensystems kommen, was zu Ataxien, 
Tortikollis, Opisthotonus, Paresen der Beine und in manchen Fällen zur Erblindung 
führt (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Des Weiteren kann eine chronische 
Infektion mit A. fumigatus zu Blepharitis, Keratitis und Keratokonjunktivitis führen 
(BECKMAN et al., 1994). Außerdem ist A. fumigatus in der Lage, die Haut und 
oberflächliche Wunden zu kolonisieren (MOHAMMED et al., 1980).  
Die Aufnahme toxischer Metaboliten über das Futter kann bei Vögeln zur 
Mykotoxikose führen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). A. fumigatus ist in der 
Lage, in der Lunge des Wirts signifikante Mengen an Gliotoxin zu produzieren 
(RICHARD et al., 1996). Da Gliotoxin die Funktion von Phagozyten beeinträchtigt, 
besitzt es immunsupprimierende Eigenschaften und kann so zur Entwicklung einer 
Aspergillose beitragen (SCHLAM et al., 2016). Neben Gliotoxin spielt Aflatoxin 
eine wichtige Rolle, welches zwar nicht von A. fumigatus, aber von anderen 
Aspergillus Spezies insbesondere A. flavus, gebildet wird. Die Aufnahme von 
Aflatoxin kann zu schweren Nieren- und Leberschäden und dadurch zum Tod 
führen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
3.2. Die Aspergillose der Wiederkäuer 
A. fumigatus ist in Heu und Silage weit verbreitet (COLE et al., 1977). Gesunde 
Rinder mit aktivem Immunsystem sind in der Regel resistent gegen 
opportunistische Infektionen, jedoch können Milchkühe in der frühen Laktation 
empfänglich sein. Aspergillus Spezies, insbesondere A. fumigatus, können in 
Wiederkäuern, vor allem in Rindern, verschiedene Krankheitsbilder auslösen 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015): 
 Mykotische Pneumonie 
 Gastrointestinale Aspergillose 
 Mykotische Mastitis 
 Mykotische Plazentitis und Abort 
 Mykotoxikose 
Die mykotische Pneumonie nimmt meist einen schnellen und schweren Verlauf und 
geht mit Fieber, Nasenausfluss, feuchtem Husten, flacher und röchelnder Atmung 
einher (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Die Lunge enthält multiple Granulome, 
die an Tuberkulose erinnern (MUNTZ, 1999). Histologisch sind neben Hyphen 
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auch Oxalatkristalle sichtbar, die von verschiedenen Aspergillus Spezies produziert 
werden können (MUNTZ, 1999). Oxalsäure übt einen toxischen Effekt auf Gewebe 
aus und kann zu Nekrosen führen. Die Oxalatkristalle können zu schweren lokalen 
Gewebeschäden und somit zu starken Blutungen führen (LEE et al., 1986).  
Von der gastrointestinalen Aspergillose ist fast ausschließlich der Blättermagen 
betroffen, gefolgt von Pansen und Netzmagen (JENSEN et al., 1994). Oft wurden 
betroffene Rinder zuvor intensiv mit Breitspektrum-Antibiotika behandelt und 
zeigen eine verminderte Kontraktionsfähigkeit des Blättermagens, Durchfall und 
Meläna (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Es konnte gezeigt werden, dass die 
mykotische Pneumonie und Plazentitis Sekundärinfektionen nach einer 
gastrointestinalen Aspergillose sein können, sofern eine hämatogene Streuung 
erfolgte (SARFATI et al., 1996).  
Milchschafe sind häufiger von mykotischen Mastitiden betroffen als Rinder 
(PEREZ et al., 1998). Durch A. fumigatus ausgelöste Fälle von Mastitis treten beim 
Schaf sporadisch auf, insbesondere wenn Antibiotika vor der Geburt eingesetzt 
wurden (LAS HERAS et al., 2000).  
Eine Infektion mit Aspergillus Spezies ist ein häufiger Grund für eine Plazentitis 
beim Rind und Auslöser von Aborten, die meist im dritten Trimester der 
Trächtigkeit vorkommen (KNUDTSON & KIRKBRIDE, 1992). Ist eine Herde 
einer hohen Belastung von Aspergillus Konidien ausgesetzt, können Aborte 
gleichzeitig bei mehreren Tieren beobachtet werden. Die Plazentitis wird durch die 
hämatogene Verbreitung von Aspergillus im ganzen Körper ausgelöst, die Tiere 
zeigen jedoch keine klinischen Symptome und auch die nachfolgenden 
Trächtigkeiten verlaufen in der Regel wieder unproblematisch (KNUDTSON & 
KIRKBRIDE, 1992).  
Mykotoxine wie Gliotoxin kommen in Silage vor und können so von Wiederkäuern 
aufgenommen werden (COLE et al., 1977). Betroffene Rinder zeigen Symptome 
wie vermindertes Allgemeinbefinden, Abmagerung, Durchfall, abnormales 
Verhalten und vereinzelt Todesfälle (COLE et al., 1977). Beim kleinen 
Wiederkäuer werden vermindertes Wachstum und histopathologisch Veränderung 
in Leber und Niere beobachtet. Außerdem wurde gezeigt, dass Gliotoxin die 
Fermentationsfähigkeit des Pansens und damit die Futterverdaulichkeit reduzieren 
kann (MORGAVI et al., 2004). 
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3.3. Die Aspergillose des Pferdes 
Bei Pferden verursacht Aspergillus in erster Linie die zwei folgenden 
Krankheitsbilder (DOBESOVA et al., 2012): 
 Luftsackmykosen 
 Pneumonien 
Die equine Aspergillose ist zwar eine selten vorkommende, aber lebensbedrohliche 
Erkrankung (GUILLOT et al., 1997). Prädisponierend für die Entwicklung einer 
Aspergillose sind das Vorliegen einer Enteritis (HATTEL et al., 1991), 
langanhaltende Antibiotikatherapie, Immunsuppression, Endokrinopathien und 
Neoplasien (CARRASCO et al., 1996). Typisch für eine Luftsackmykose sind klar 
abgrenzbare, gelb-braune nekrotisierende Läsionen, die fest mit dem Gewebe der 
medialen Bucht des Luftsacks verbunden sind (COOK, 1966). So lange die 
darunterliegenden Gefäße und Nerven nicht in Mitleidenschaft gezogen sind, 
verläuft die Luftsackmykose asymptomatisch. Kommt es aber zu Erosionen der 
Arteria carotis oder der Arteria maxillaris, kann es zu starkem, plötzlich 
auftretenden Nasenbluten kommen, welches innerhalb weniger Tage in 34–60 % 
der Fälle zum Tod des Tieres durch Verbluten führt (SEYEDMOUSAVI et al., 
2015). Entsteht im Verlauf der Luftsackmykose eine Entzündung der kranialen 
Nerven, entwickeln sich Dysphagien mit Nasenausfluss, Kehlkopfpfeifen, 
Fazialisparesen oder ein Horner-Syndrom (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).  
Die pulmonale Aspergillose des Pferdes verursacht milde respiratorische 
Symptome wie Tachypnoe, Fieber und gelegentlich Atemgeräusche. Da diese 
Erkrankung nicht leicht zu diagnostizieren ist, sollten bei respiratorischen 
Problemen immer auch die Haltungsbedingungen des Pferdes berücksichtigt 
werden, die eventuell die Entwicklung einer Aspergillose begünstigen können 
(SWEENEY & HABECKER, 1999).  
Neben diesen beiden Haupterkrankungen, die durch Aspergillus Spezies verursacht 
werden, kann es auch zur eher ungewöhnlichen nasalen Aspergillose oder zur 
Keratomykose kommen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Die Symptome der 
nasalen Aspergillose können stark variieren, charakteristisch sind Dyspnoe und 
Nasenausfluss (KENDALL et al., 2008). Die Keratomykose kommt besonders in 
warmen Klimazonen vor. In leichten Fällen führt sie zu punktförmigen 
Hornhautläsionen, bei schweren Verläufen können aber auch einschmelzende 
Ulzera oder Abszesse entstehen (SANSOM et al., 2005). Klinisch zeigen die 
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betroffenen Pferde Blepharospasmus, Photophobie und Augenausfluss. 
Begünstigend für die Entwicklung der Keratomykose ist eine langfristige topische 
Applikation von Antibiotika, welche die Flora der Konjunktiven verändert oder die 
Gabe von Glucocorticoiden (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
3.4. Die Aspergillose bei Hund und Katze 
Die drei häufigsten Formen der Aspergillose des Hundes sind (SEYEDMOUSAVI 
et al., 2015): 
 Die sinonasale Mykose 
 Die bronchopulmonale Aspergillose 
 Disseminierte Infektionen 
Die sinonasale Mykose ist die häufigste Form der Aspergillose beim Hund und 
kommt vorranging bei dolichozephalen und mesozephalen Rassen vor, wobei der 
Deutsche Schäferhund und der Rottweiler am häufigsten betroffen sind 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Nach nasalen Neoplasien, ist die sinonasale 
Mykose die zweithäufigste Ursache für chronischen Nasenausfluss beim Hund 
(TASKER et al., 1999). Am häufigsten wird A. fumigatus aus Patienten isoliert, 
aber auch andere Spezies wie A. niger, A. flavus oder A. nidulans werden gefunden 
(TALBOT et al., 2014). Klinische Symptome für die sinonasale Mykose sind 
Schmerzen am Nasenrücken, Ulzerationen des Nasenspiegels oder bilaterales 
Nasenbluten (PEETERS & CLERCX, 2007).  
Die bronchopulmonale Aspergillose des Hundes kommt selten vor und präsentiert 
sich mit unspezifischen Symptomen wie Fieber, Husten und reduziertem 
Allgemeinbefinden (ADAMAMA-MORAITOU et al., 2011). Meist zeigt sich bei 
einer Bronchoalveolarlavage eine unspezifische Entzündungsreaktion, dominiert 
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, während Bestandteile des Pilzes 
nur selten zu sehen sind (BILLEN et al., 2009).  
Die disseminierte Form der Aspergillose kommt nur selten vor, kann aber tödlich 
verlaufen und wird vor allem beim Deutschen Schäferhund beobachtet 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Meist entsteht die disseminierte Aspergillose 
durch eine Infektion mit A. terreus oder A. deflectus. A. fumigatus spielt hierbei nur 
eine untergeordnete Rolle (SCHULTZ et al., 2008). Klinisch zeigen die betroffenen 
Hunde Symptome wie Lethargie, Anorexie, Fieber, Lahmheit, Gewichtsverlust, 
Inkontinenz und neurologische Ausfälle (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
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Bei der Katze kommen zwei Formen der Aspergillose vor (SEYEDMOUSAVI et 
al., 2015): 
 Die sinonasale Mykose 
 Die sinoorbitale Mykose 
Die sinoorbitale Aspergillose entwickelt sich in der Regel durch ein Fortschreiten 
der sinonasalen Aspergillose. Ihr Vorkommen wird immer häufiger beobachtet, ein 
Grund hierfür könnte eine virusinduzierte Immunsuppression sein (BARACHETTI 
et al., 2009). Die Mykose breitet sich bei betroffenen Katzen in den periorbitalen 
Bereich aus, was die Behandlung erschwert und zu einer schlechten Prognose führt 
(BARRS & TALBOT, 2014). Der häufigste Auslöser einer sinoorbitalen Mykose 
bei der Katze ist A. felis, die sinonasale Form wird dagegen meist von A. fumigatus 
verursacht und hat eine bessere Prognose, da sie leichter zu behandeln ist 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
3.5. Die Aspergillose der Meeressäuger 
Obwohl die Aspergillose bei Meeressäugern selten ist, wird immer häufiger von 
entsprechenden Fällen berichtet (DAGLEISH et al., 2008). Aspergillus Spezies 
können in Meeressäugern sowohl Primär- als auch Sekundärinfektionen 
verursachen, wobei Primärinfektionen zu den tödlich verlaufenden Erkrankungen 
dieser Tiere zählen. Sekundärinfektionen entstehen in Folge eines anderen 
chronisch infektiösen Prozesses und sind ein Hinweis auf eine zugrundeliegende 
Immunsuppression (ABDO et al., 2012). Bei Walen konnte in einigen Fällen eine 
pulmonale Aspergillose festgestellt werden, die am häufigsten von A. fumigatus 
ausgelöst wurde, weniger häufig von A. niger oder A. terreus. Neben der Lunge 
können aber auch andere Organe betroffen sein, beispielsweise wurde eine 
mykotische Enzephalitis mit gastrointestinaler Beteiligung bei einem gestrandeten 
Nördlichen Entenwal nachgewiesen, wobei A. fumigatus isoliert werden konnte 
(DAGLEISH et al., 2008). 
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4. Methoden für die Diagnostik von Aspergillosen 
4.1. Diagnostische Methoden in der Humanmedizin 
Obwohl eine Reihe antifungaler Therapeutika zur Verfügung stehen, ist die 
Überlebensrate bei Patienten mit invasiver Aspergillose niedrig. Ein Grund hierfür 
ist eine oft zu spät gestellte Diagnose (WHEAT, 2006). Für die Diagnostik von 
invasiven Aspergillosen gibt es internationale Kriterien (DE PAUW et al., 2008). 
Sie basiert auf klinischen Symptomen des Patienten, radiologischen 
Veränderungen, histopathologischen Daten, dem kulturellen Erregernachweis und 
dem serologischen Nachweis von Zellwandbestandteilen des Pilzes wie 
Galaktomannan (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).  
Die Symptome der invasiven Aspergillose sind oft unspezifisch und wenig 
ausgeprägt. Betroffene Patienten zeigen beispielsweise Husten, Fieber oder 
Brustschmerzen (SHERIF & SEGAL, 2010). Röntgenaufnahmen des Thorax 
erlauben meist keine eindeutige Diagnose. Außerdem treten Veränderungen durch 
die invasive Aspergillose erst relativ spät auf, sodass auch aus diesem Grund 
Röntgenaufnahmen für eine frühzeitige Diagnostik ungeeignet sind (BARNES & 
MARR, 2007). Die Computertomographie ist dagegen besser geeignet und ein 
wichtiges Instrument zur frühen Erkennung der Aspergillose. Hinweisend kann das 
sogenannte Halo-Zeichen beziehungsweise das umgekehrte Halo-Zeichen sein 
(OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Als Halo-Zeichen bezeichnet man eine 
milchglasartige Trübung um eine noduläre Masse in der Lunge. Beim umgekehrten 
Halo-Zeichen findet man eine rundliche, milchglasartig getrübte Masse, die von 
einem sichelförmigen bis vollständigen Ring umgeben wird (GEORGIADOU et 
al., 2011). Diese Zeichen sind aber nicht spezifisch für eine Aspergillose, weshalb 
die Computertomographie insgesamt zwar als sensitiv, aber wenig spezifisch 
beschrieben wird (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).  
Die Histologie ist eine geeignete Methode um Pilzinfektionen nachzuweisen, es ist 
aber hierbei oft schwer, Aspergillus Spezies von anderen filamentösen Pilzen zu 
unterscheiden (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Außerdem ist es in vielen Fällen 
nicht möglich, eine Biopsie durchzuführen, da neutropenische Patienten dazu 
neigen, auch eine Thrombozytopenie zu zeigen, was das Risiko für Blutungen 
während eines invasiven Eingriffs stark steigen lässt (BARNES & MARR, 2007). 
Kulturen aus einer Bronchoalveolarlavage oder aus Sputum können hilfreich für 
die Diagnosestellung und für die Speziesidentifizierung sein, sie sind jedoch oft 
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falsch negativ und vor allem bei Kulturen aus Sputum kann es sich um 
Kontaminationen oder um eine normale Kolonisierung handeln. Ergebnisse solcher 
Kulturen sind umso relevanter und aussagekräftiger, je stärker die 
Immunsuppression des Patienten ausgeprägt ist (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). 
Blutkulturen sind in den meisten Fällen negativ, auch wenn der Erreger schon weit 
im Körper verbreitet ist (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).  
Galaktomannan ist eine Komponente der Zellwand von Aspergillus und wird 
während des Wachstums oder während der Gewebsinvasion in die Umgebung 
freigesetzt (BARNES & MARR, 2007). Die Menge an Galaktomannan im Serum 
korreliert mit der Pilzbürde des Patienten, deshalb ist der Nachweis dieses Antigens 
zur Diagnostik einer Aspergillose geeignet (MARR et al., 2004a). Seit 2003 steht 
für den Nachweis einer Aspergillus-Infektion in adulten Patienten ein kommerziell 
erhältlicher Galaktomannan-Assay zur Verfügung (Platelia™ Aspergillus 
Galactomannan EIA, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Es handelt sich hierbei um einen 
Sandwich-ELISA (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). Dieser Galaktomannan-
Assay hat sowohl Vor- als auch Nachteile. Er ist gut standardisiert und 
benutzerfreundlich, seine Sensitivität und Spezifität sind hoch (PFEIFFER et al., 
2006), jedoch kann es zu falsch positiven Ergebnissen beim Einsatz von beta-
Lactam Antibiotika kommen. Außerdem wurde beobachtet, dass es beim 
Galaktomannan-Assay zu Kreuzreaktivitäten mit Fusarium-Infektionen kommen 
kann (NUCCI et al., 2014; WIEDEMANN et al., 2016a). Falsch negative 
Ergebnisse können durch eine zuvor durchgeführte antifungale Therapie entstehen 
oder durch eine nur sehr niedrige Pilzbürde des Patienten (BARNES & MARR, 
2007).  
Im Allgemeinen sind molekularbiologische Methoden ein gut geeignetes 
Werkzeug, um Infektionskrankheiten mit hoher Sensitivität nachzuweisen, 
außerdem liefert die PCR-basierte Diagnostik schnellere Ergebnisse als der 
kulturelle Erregernachweis oder die Histologie (OSTROSKY-ZEICHNER, 2012). 
Derzeit sorgt die fehlende Standardisierung der PCR-Protokolle aber dafür, dass 
diese Methode noch nicht zur Standard-Diagnostik für Pilzerkrankungen gehört 
(DE PAUW et al., 2008). Zudem kann die hohe Sensitivität zu falsch positiven 
Ergebnissen führen. Zurzeit wird daher empfohlen, die PCR in Kombination mit 
anderen Standard-Diagnostikverfahren anzuwenden (OSTROSKY-ZEICHNER, 
2012).  
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4.2. Diagnostische Methoden in der Veterinärmedizin 
Wie in der Humanmedizin, umfassen die diagnostischen Möglichkeiten zum 
Nachweis einer Aspergillose klinische Symptome, histologische, serologische und 
kulturelle Ergebnisse sowie molekulare und bildgebende Verfahren 
(SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Besonders beim Vogel spielen auch 
pathologische Befunde eine bedeutende Rolle. Hier finden sich unterschiedlich 
große, gelbe Knötchen oder Plaques in den Atemwegen, der Lunge und den 
Luftsäcken. Auf belüfteten Membranen kann es auch zur Sporulation und somit zur 
Grünfärbung der Plaques kommen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).  
Sinonasale und sinoorbitale Aspergillosen bei Hund und Katze können in der 
Computertomographie und der Rhinoskopie diagnostiziert werden. Speziell bei 
Katzen mit sinoorbitaler Mykose kann oft eine Hyperglobulinämie beobachtet 
werden, ausgelöst durch den chronischen Antigenkontakt (BARRS et al., 2012). 
Zur Diagnostik der disseminierten Form der Aspergillose beim Hund wird die 
Kombination aus bildgebenden Verfahren, Histologie, Serologie und klinischen 
Symptomen empfohlen. Andere chronische Erkrankungen der Nase, wie 
Neoplasien, Fremdkörper oder eine durch Zahnprobleme ausgelöste Rhinitis, 
sollten ausgeschlossen werden (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).  
Das Auffinden von Oxalatkristallen beim Rind kann ein Hinweis auf eine 
mykotische Pneumonie sein. Diese können in histologischen oder zytologischen 
Präparaten der Lunge zu sehen sein (MUNTZ, 1999). Der Diagnostik des 
mykotischen Aborts dient die Kombination aus dem Nachweis von Pilzelementen 
wie Hyphen und dem Vorliegen einer Plazentitis, fetaler Dermatitis oder 
Pneumonie (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).  
Die Diagnostik von Aspergillus-Infektionen der oberen Atemwege oder der 
Luftsäcke beim Pferd beruht vor allem auf der Endoskopie (DOBESOVA et al., 
2012). Eine definitive Diagnose sollte jedoch in Kombination mit einer kulturellen 
Anzucht des Erregers gestellt werden (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). 
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5. Aktueller Stand der antifungalen Therapie 
Grundsätzlich sind die Möglichkeiten der Therapie invasiver Mykosen stark 
eingeschränkt, da nur drei Gruppen von Wirkstoffen zur Verfügung stehen. Hierzu 
gehören die Polyene, Azole und Echinocandine (THOMPSON & PATTERSON, 
2008). Auch die Zielstrukturen, auf welche diese Therapeutika einwirken, 
beschränken sich auf nur zwei Angriffspunkte, die Zellwand und die Zellmembran 
des Pilzes.  
Amphotericin B gehört zu den Polyenen und bindet an Ergosterol in der 
Zellmembran. Dies führt zur Bildung von Ionenkanälen, was den Zelltod auslöst. 
A. terreus ist die einzige Aspergillus Spezies, die eine natürliche Resistenz gegen 
Amphotericin B zeigt (THOMPSON & PATTERSON, 2008). Die Behandlung mit 
Amphotericin B kann zu erheblichen Nebenwirkungen führen, hierzu gehören 
Reaktionen, die mit der Applikation des Medikamentes in Zusammenhang stehen, 
wie Fieber, Schüttelfrost, Myalgien oder Erbrechen. Außerdem kann Amphotericin 
B nephrotoxisch wirken und eine Azotämie oder eine renale tubuläre Azidose 
auslösen (BATES et al., 2001). Diese Nephrotoxizität konnte mit der Entwicklung 
von neuen Formulierungen auf Lipidbasis verringert werden, die allerdings in 
höheren Dosen verabreicht werden müssen (THOMPSON & PATTERSON, 2008). 
Triazole hemmen die Ergosterol-Synthese in der Zellmembran indem sie das 
Cytochrom P450 Enzym des Pilzes inhibieren. Dies führt zu einer Dysfunktion der 
Zellmembran und schließlich ebenfalls zum Zelltod. Das humane Cytochrom P450 
kommt in allen Körperzellen vor, aber vor allem in der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums der Leberzellen, weshalb die Nebenwirkungen der 
Triazole vor allem die Leberfunktion betreffen (THOMPSON & PATTERSON, 
2008).  
Echinocandine stellen die neuste Klasse der Antimykotika dar und verfügen über 
einen besonderen Wirkmechanismus. Sie inhibieren die Synthese von 1,3-β-
Glucan, einem Polysaccharid welches in der Zellwand vieler pathogener Pilze 
vorkommt und wirken dadurch fungistatisch (THOMPSON & PATTERSON, 
2008). Bekannte Nebenwirkungen einer Behandlung mit Echinocandinen können 
eine Erhöhung der Transaminasen-Werte oder Überempfindlichkeitsreaktionen bei 
schneller Gabe über Infusionen sein (BENNETT, 2006). 
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Wirkstoff-
gruppe 
Vertreter Wirkmechanismus Nebenwirkungen 
Polyene Amphotericin 
Desoxycholat 
liposomales 
Amphotericin B 
Erhöhung der 
Permeabilität der 
Zellmembran durch 
Bindung an 
Ergosterol, fungizid 
Nephrotoxizität 
Triazole Voriconazol 
Itraconazol 
Posaconazol 
Hemmung des 
Cytochrom P450 
Enzyms, fungizid 
Störung der 
Leberfunktion 
Echinocandine Caspofungin 
Micafungin 
Anidulafungin 
Hemmung der 
Synthese von 1,3-β-
Glucan, fungistatisch 
Erhöhung der 
Transaminasen-
Werte 
Abbildung 6: Übersicht über die Gruppen der verfügbaren Antimykotika und 
deren Wirkung  
Lange Zeit war Amphotericin B das Therapeutikum erster Wahl für Patienten mit 
invasiver Aspergillose. Mittlerweile wird Voriconazol als Ersttherapeutikum 
empfohlen, da es eine bessere Wirksamkeit zeigt und die Überlebenschancen der 
Patienten erhöht (STEINBACH & STEVENS, 2003). In den letzten Jahren wird 
eine verstärkte Bildung von Resistenzen gegen Azole beobachtet. Gründe hierfür 
sind der extensive Gebrauch dieser Substanzen in der Landwirtschaft und auch der 
prophylaktische Einsatz zur Behandlung von Hochrisikopatienten (AZEVEDO et 
al., 2015). Echinocandine sind vor allem durch ihren andersartigen 
Wirkmechanismus interessant und werden deshalb in der Salvage-Therapie 
eingesetzt, wenn andere Therapeutika bereits versagt haben. Eine 
Kombinationstherapie aus Voriconazol und Caspofungin führt zu einer effektiveren 
Bekämpfung des Pilzes und damit zu einer verringerten Sterblichkeit, da hierbei 
sowohl die Zellmembran als auch die Zellwand angegriffen werden (MARR et al., 
2004b).  
In der Veterinärmedizin gibt es verschiedene Strategien zur Therapie der 
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Aspergillose. Jedoch gibt es für Aspergillus-Infektionen in großen 
Geflügelbeständen derzeit keine sinnvollen Therapiemöglichkeiten und auch keine 
Impfstoffe (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Zur Behandlung einzelner Vögel wird 
in der Regel eine Kombination mehrerer Antimykotika, wie zum Beispiel 
Amphotericin B und ein Azol, topisch oder systemisch eingesetzt. Wenn eine 
chirurgische Resektion der Granulome möglich ist, kann dies den Therapieerfolg 
positiv beeinflussen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015).  
Die disseminierte Aspergillose des Hundes ist eine schwer zu behandelnde 
Erkrankung mit schlechter Prognose, zumal die Tiere in der Regel erst in 
fortgeschrittenem Krankheitsstadium vorgestellt werden. Eine Langzeitbehandlung 
mit Itraconazol oder Voriconazol über bis zu 3 Jahre kann die Überlebenszeit 
verlängern, ist aber sehr kostenintensiv (ZHANG et al., 2012). Bei der sinonasalen 
Aspergillose wird die chirurgische Abtragung der Plaques und eine anschließende 
topische Behandlung mit Azolen empfohlen (SEYEDMOUSAVI et al., 2015). Eine 
ebenfalls vielversprechende Therapiemöglichkeit ist die Spülung der Nasenhöhle 
und der Nasennebenhöhlen mit Azolen über bilateral angebrachte Katheter. 
Abhängig von der Schwere der Erkrankung kann bereits eine solche Spülung 
ausreichend sein, um eine Remission zu erreichen (SEYEDMOUSAVI et al., 
2015).  
Beim Wiederkäuer ist die Behandlung von Einzeltieren mit Antimykotika in der 
Regel nicht möglich, da diese einerseits einen großen Kostenaufwand darstellt und 
es andererseits zu Rückständen der Medikamente in Milch oder Fleisch kommen 
kann. Daher beschränken sich Maßnahmen zur Bekämpfung der Aspergillose beim 
Rind auf die Verhinderung einer Erkrankung, indem beispielsweise 
prädisponierende Faktoren beseitigt werden (SARFATI et al., 1996).  
Bei der Luftsackmykose des Pferdes sollte neben der medikamentösen auch 
gleichzeitig eine chirurgische Therapie erfolgen. Der bevorzugte Ansatz ist hierbei, 
betroffene Arterien zu obliterieren um mögliche weitere, tödlich verlaufende 
Blutungen zu verhindern (LEPAGE & PICCOT-CREZOLLET, 2005). 
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6. Der High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalweg 
6.1. Die Stressantwort über den HOG-Signalweg in A. fumigatus und sein 
Potenzial als Angriffspunkt für neue, antifungale Therapeutika 
Alle Lebewesen, ob einzellig oder mehrzellig, interagieren mit ihrer Umwelt und 
müssen sich dabei an verschiedene Gegebenheiten anpassen, um ihre intrazelluläre 
Homöostase aufrechterhalten zu können. Das Wahrnehmen von Stresssignalen und 
das Antworten darauf sind Voraussetzung für das Überleben und die Vermehrung 
von Mikroorganismen im Körper eines Wirts (BAHN, 2008). Diese 
Anpassungsreaktionen werden dabei meist über bestimmte Signalwege koordiniert, 
die in der Regel mehrere Komponenten enthalten, wie Sensoren bzw. Rezeptoren, 
Kinasen und Transkriptionsfaktoren (BAHN, 2008).  
Einer der am besten charakterisierten Signalwege ist der HOG-Signalweg (BAHN, 
2008). Er wurde in der Hefe Saccharomyces cerevisiae entdeckt und spielt hier eine 
entscheidende Rolle bei der Regulierung des Wasserhaushaltes unter hyper- und 
hypoosmotischen Bedingungen (HOHMANN, 2002). Neben osmotischem Stress 
wird der HOG-Signalweg in Pilzen auch durch andere externe Stressoren aktiviert. 
Hierzu gehören UV-Strahlung, oxidativer Stress, Schwermetallbelastung und 
Stress durch erhöhte Temperaturen (BAHN, 2008).  
Der HOG-Signalweg besteht aus zwei Abschnitten, dem Zwei-Komponenten-
System und dem Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (MAPK) Modul. Das Zwei-
Komponenten-System besteht aus einer Hybrid-Sensor-Kinase, einem Histidine-
containing Phosphotransfer (HPt) Protein und einem oder zwei Response-
Regulatoren, die wahrgenommene Signale an das MAPK-Modul weitergeben. Das 
MAPK-Modul besteht aus einer MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase), 
welche durch eine MAPKK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase Kinase) aktiviert 
wird. Die MAPKK ihrerseits wird durch eine MAPKKK (Mitogen-aktivierte 
Protein-Kinase Kinase Kinase) aktiviert. Die Aktivierung des MAPK-Moduls führt 
zur Expression bestimmter Zielgene, was die Antwort auf den ursprünglichen 
Stressor darstellt (BAHN, 2008). Abbildung 7 zeigt die Komponenten des HOG-
Signalwegs in A. fumigatus. 
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Abbildung 7: Der HOG-Signalweg in A. fumigatus 
modifiziert nach Wiedemann, 2017 (WIEDEMANN, 2017) 
Externe Stresssignale, wie beispielsweise osmotischer Stress, werden von A. 
fumigatus im ersten Schritt von der Hybrid-Histidin-Kinase TcsC (Two-component 
system C) wahrgenommen. Daraufhin wird diese Kinase an einem Histidinrest der 
Histidin-Kinase-Domäne autophosphoryliert. Der Phosphatrest wird auf einen 
Aspartatrest der Receiver-Domäne desselben Proteins übertragen. Im nächsten 
Schritt wird die Phosphatgruppe auf einen Histidinrest des HPt Proteins Ypd1 
übertragen. Schließlich wird sie an einen Aspartatrest der Response-Regulatoren 
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Ssk1 oder Skn7 übermittelt (SHOR & CHAUHAN, 2015). Der Response-
Regulator Skn7 fungiert als Transkriptionsfaktor und ist damit in der Lage, die 
Expression von Zielgenen auf direktem Weg zu aktivieren, wenn er durch 
Phosphorylierung aktiviert wird (VARGAS-PEREZ et al., 2007). Der aktivierte 
Response-Regulator Ssk1 interagiert mit der autoinhibitorischen Domäne (AID) 
der MAPKKK Ssk2, welche durch Umfaltung eine Serin/Threonin Kinase-Domäne 
freilegt, die nachfolgend am Threoninrest autophosphoryliert wird. Die somit 
aktivierte MAPKKK Ssk2 katalysiert die Phosphorylierung eines Serin- und 
Threoninrests der MAPKK Pbs2, welche anschließend ihrerseits die 
Phosphorylierung der MAPK SakA an einem Threonin- und einem Tyrosinrest 
katalysiert. Daraufhin kommt es zu einer Translokation der phosphorylierten 
MAPK SakA in den Zellkern (BRUDER NASCIMENTO et al., 2016), was letztlich 
zur Expression von Zielgenen für die Anpassung an den externen Stressor führt. Im 
Fall von hyperosmotischem Stress werden Gene exprimiert, die Enzyme codieren, 
die eine Schlüsselrolle in der Synthese von Glycerin spielen, wie beispielsweise die 
Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase und die Glycerin-3-Phosphatase. Dadurch 
wird Trehalose zu Glycerin abgebaut, die Anzahl an osmotisch wirksamen Teilchen 
steigt und somit wird die Balance im intrazellulären Wasserhaushalt wieder 
hergestellt (BAHN, 2008).  
Wird der HOG-Signalweg auf künstlichem Weg aktiviert, führt das zu einer 
massiven Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts und zu einem Einstrom 
von Wasser in die Pilzzelle (OKADA et al., 2005). Chemische Substanzen, die den 
HOG-Signalweg adressieren, sind zum Beispiel das Phenylpyrrolderivat 
Fludioxonil oder Iprodion, das zu den Dicarboximiden gehört (OKADA et al., 
2005). Phenylpyrrole sind Derivate von Pyrrolnitrin, einem Sekundärmetaboliten 
welcher von Pseudomonaden aus Tryptophan hergestellt werden kann und 
antifungale Aktivität zeigt (FLOSS et al., 1971). Fludioxonil und Iprodion werden 
in der Landwirtschaft eingesetzt um verschiedene Pflanzenpathogene zu 
bekämpfen. Dazu gehört beispielsweise der Schimmelpilz Botrytis cenerea, der 
Auslöser der Grauschimmelfäule, welcher vor allem im Weinbau massive 
Probleme verursacht. Hier kann er zum einen reife Beeren der Weintraube befallen, 
genannt Edelfäule, zum anderen können auch unreife Beeren betroffen sein, was 
Rohfäule genannt wird. Voraussetzung für die Wirksamkeit dieser Fungizide ist 
eine feuchte Umgebung, da bei Trockenheit kein Wasser in die Pilzzellen 
einströmen kann (KOJIMA et al., 2004). 
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Auch bei A. fumigatus führt die Behandlung mit Fludioxonil zu einer Aktivierung 
des HOG-Signalwegs (MCCORMICK et al., 2012). Fludioxonil führt bei längerer 
Inkubation zu starken morphologischen Veränderungen der Zellen. In Folge der 
Aktivierung des HOG-Signalwegs kommt es zu einem massiven Einstrom von 
Wasser durch die Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts. Dieser 
Wassereinstrom führt zu einem Anschwellen der Hyphen, was schließlich zu deren 
Aufplatzen führen kann (MCCORMICK et al., 2012). Die morphologischen 
Veränderungen der Zellen sind so lange präsent, wie Fludioxonil anwesend ist. 
Wird die Substanz entfernt, ist wieder ein normales Wachstum des Pilzes möglich 
(MCCORMICK et al., 2012).  
6.2. Zwei-Komponenten-Systeme und Hybrid-Histidin-Kinasen (HHK) 
in pathogenen Pilzen 
Es ist bekannt, dass Histidin-Kinasen (HK) in Bakterien, Archaebakterien, 
Schleimpilzen, Pflanzen und Pilzen an der Regulierung vieler physiologischer 
Prozesse beteiligt sind. Ihre Funktion ist es, intra- und extrazelluläre Signale 
wahrzunehmen und weiterzuleiten (DEFOSSE et al., 2015). Histidin-Kinasen in 
Bakterien sind gut erforscht und an der Verarbeitung einer Vielzahl von Stimuli 
beteiligt. Dazu gehören physiologische Signale wie Licht, Temperatur oder 
Osmolarität, aber auch Konzentrationen von beispielsweise Antibiotika können 
über Histidin-Kinasen wahrgenommen werden (MASCHER et al., 2006). 1993 
wurde erstmals festgestellt, dass Histidin-Kinasen auch in Pilzen vorkommen (OTA 
& VARSHAVSKY, 1993), sich aber im Aufbau von den Histidin-Kinasen 
bakterieller Zwei-Komponenten-Systeme unterscheiden. Üblicherweise besteht das 
Zwei-Komponenten-System der Bakterien aus zwei Proteinen, der Histidin-Kinase 
und einem Response-Regulator. Die Histidin-Kinase fungiert als Sensor in der 
Zellmembran und wird bei Aktivierung an ihrem Histidinrest autophosphoryliert. 
Dieser Phosphatrest wird anschließend auf den Aspartatrest eines Response-
Regulators übertragen (His  Asp). Der phosphorylierte Response-Regulator 
fungiert dann in der Regel als Transkriptionsfaktor und aktiviert die Expression von 
Zielgenen im Zellkern (MASCHER et al., 2006). Zwei-Komponenten-Systeme in 
Pilzen unterscheiden sich hiervon in zwei Punkten, wie in Abbildung 8 schematisch 
dargestellt ist. Zum einen bestehen sie aus drei Proteinen, der Histidin-Kinase, dem 
Response-Regulator und dem HPt Protein. Die Funktion des HPt Proteins ist es, 
den Phosphatrest von der Histidin-Kinase zum Response-Regulator zu 
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transportieren (FASSLER & WEST, 2013). Zum anderen finden vier 
Phosphorylierungen statt: Die Histidin-Kinase wird an einem Histidinrest ihrer 
Kinase-Domäne autophosphoryliert. Dieser Phosphatrest wird anschließend auf 
einen Aspartatrest innerhalb desselben Proteins (Receiver Domäne) übertragen (His 
 Asp). Im nächsten Schritt wird der Phosphatrest auf einen Histidinrest des HPt 
Proteins transferiert (His  Asp  His) und von hier auf einen Aspartatrest der 
Response-Regulatoren (His  Asp  His  Asp) (FASSLER & WEST, 2013). 
Da die ersten beiden Phosphorylierungsschritte in demselben Protein stattfinden 
und nicht, wie in Bakterien, in zwei verschiedenen Proteinen, nennt man die 
Histidin-Kinasen der Pilze Hybrid-Histidin-Kinasen (DEFOSSE et al., 2015). 
 
Abbildung 8: Vergleich der Zwei-Komponenten Systeme in Bakterien und in 
Pilzen 
Hybrid-Histidin-Kinasen in Pilzen sind aus drei Bereichen aufgebaut. Der N-
terminale Teil des Proteins (Sensor Domäne) ist hoch variabel in seiner Sequenz 
und Länge. Er bestimmt, welche Arten von Signalen wahrgenommen werden 
können. Der zentrale Bereich des Proteins besteht aus der Histidin-Kinase und der 
HATPase_c Domäne (Histidine kinase-like ATPase catalytic domain). Den C-
terminalen Teil bildet die sogenannte Receiver Domäne, welche in Pilzen hoch 
konserviert ist (DEFOSSE et al., 2015). Die erste Klassifikation der Hybrid-
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Histidin-Kinasen der Ascomycota entstand 2003, indem sie anhand der N-
terminalen Sensor Domäne in elf Gruppen (I-XI) eingeteilt wurden (CATLETT et 
al., 2003). Einige Jahre später wurde gezeigt, dass Hybrid-Histidin-Kinasen der 
Basidiomycota in sieben Gruppen eingeteilt werden können (LAVIN et al., 2010). 
Mittlerweile wurden beide Systeme miteinander kombiniert und um neue Daten 
erweitert, sodass Hybrid-Histidin-Kinasen in Pilzen anhand ihres N-Terminus 
derzeit in 16 Gruppen unterteilt werden (DEFOSSE et al., 2015).  
Obwohl es bereits gelang, einige Hybrid-Histidin-Kinasen in Pilzen zu 
charakterisieren, ist die Funktion vieler Gruppen von HKK noch immer unklar. Am 
meisten bekannt ist über Hybrid-Histidin-Kinasen die der Gruppe III angehören 
(DEFOSSE et al., 2015). Der N-Terminus der Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen ist 
durch eine Wiederholung von Alpha-Helix Motiven gekennzeichnet, welche aus 
ca. 50 Aminosäuren bestehen und HAMP-Domänen genannt werden (KILANI & 
FILLINGER, 2016). Die Bezeichnung „HAMP-Domäne“ setzt sich aus den 
Anfangsbuchstaben der Proteine zusammen, in welchen diese Domänen 
vorkommen (Histidin-Kinasen, Adenylat-Cyclasen, Methyl-akzeptierende-
Proteine und Phosphatasen) (DEFOSSE et al., 2015). Typ III Hybrid-Histidin-
Kinasen besitzen ein Cluster aus mehreren HAMP-Domänen. Die Zahl der HAMP-
Domänen kann dabei unterschiedlich sein. Das gesamte Cluster bildet eine 
funktionelle Einheit, die es möglich macht, externe Stresssignale wahrzunehmen 
und anschließend durch Konformationsänderungen die Aktivität der Histidin-
Kinase zu modulieren (DEFOSSE et al., 2015). In A. fumigatus ist die Hybrid-
Histidin-Kinase TcsC der einziger Vertreter dieser Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen 
und ihr N-terminaler Teil besteht aus sechs HAMP-Domänen (MCCORMICK et 
al., 2012). 
 
 
Abbildung 9: Die Hybrid-Histidin-Kinase TcsC (Two-component system C) in 
A. fumigatus 
Quelle: Vorhersage der Domänen mittels des SMART-Programms 
Der N-terminale Teil des TcsC Proteins, bestehend aus sechs HAMP-Domänen, ist in der Lage, 
Stresssignale wahrzunehmen. Dies führt zur Aktivierung der Histidin-Kinase-Domäne (HisKA), 
welche durch die Histidine-like ATPase catalytic domain (HATPase_c) an einem Histidinrest 
II. Literaturübersicht     30 
autophosphoryliert wird. Der Phosphatrest wird anschließend intramolekular auf einen Aspartatrest 
der Receiver Domäne (REC) übertragen. 
Es wurde für einige pflanzenpathogene Pilze gezeigt, dass Typ III Hybrid-Histidin-
Kinasen die antifungale Wirkung von Fludioxonil und Iprodion vermitteln, indem 
sie den HOG-Signalweg aktivieren (KOJIMA et al., 2004). Auch in A. fumigatus 
ist die Aktivierung des HOG-Signalwegs und die Phosphorylierung der MAPK 
SakA von der Hybrid-Histidin-Kinase TcsC abhängig (MCCORMICK et al., 2012). 
Es konnte gezeigt werden, dass eine A. fumigatus ∆tcsC Mutante nicht mehr in der 
Lage ist, sich an hyperosmotischen Stress anzupassen und zudem eine Resistenz 
gegen Fludioxonil und Iprodion aufweist (MCCORMICK et al., 2012). Dies macht 
deutlich, dass TcsC ein essentielles Protein für die Aktivierung des HOG-
Signalwegs in A. fumigatus ist und es somit einen interessanten Angriffspunkt für 
die Entwicklung neuer antifungaler Therapeutika darstellt. 
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IV. DISKUSSION 
1. Die Notwendigkeit der Entwicklung neuer antifungaler 
Therapiemöglichkeiten 
Die Inzidenz invasiver Mykosen nimmt seit einigen Jahrzenten immer weiter zu. 
1953 wurde zum ersten Mal von einem Patienten berichtet, der an einer invasiven 
Aspergillose erkrankt war. Genau zu dieser Zeit wurde die Behandlung von 
Patienten mit Corticosteroiden und zytotoxischen Chemotherapeutika in die 
medizinische Praxis aufgenommen (RANKIN, 1953). Die Zahl 
immunsupprimierter Patienten wird durch den medizinischen Fortschritt immer 
größer, aggressive und intensive Chemotherapien kommen häufig zum Einsatz, um 
Krebserkrankungen zu bekämpfen und die Anzahl an Organ- und 
Knochenmarktransplantationen steigt ebenfalls an. Autoimmunerkrankungen 
werden mit immunsupprimierenden Medikamenten behandelt und auch das 
Auftreten von HIV und AIDS führte zu einem Anstieg der Anzahl von Patienten 
mit geschwächtem Immunsystem (LIN et al., 2001). Auch in der Veterinärmedizin 
können Infektionen mit Aspergillus Spezies vielen Tierarten großen Schaden 
zufügen. Trotz aller Fortschritte in der Entwicklung von antifungalen Therapeutika 
bleibt die invasive Aspergillose eine gefährliche Infektion, die nur schwer zu 
therapieren ist. 
1.1. Das Problem der Resistenzbildung gegen die Gruppe der Azole 
Trotz der steigenden Bedeutung invasiver Mykosen steht nur eine geringe Auswahl 
geeigneter Therapeutika zur Verfügung. Während der letzten beiden Jahrzehnte 
haben vor allem zwei Klassen von Antimykotika an Bedeutung gewonnen: Azole, 
die die Ergosterolsynthese beeinträchtigen und Echinocandine, welche die 
Synthese von 1,3-β-Glucan hemmen (SHOR & CHAUHAN, 2015). Beide Gruppen 
stellen wichtige Alternativen zum stärker toxisch wirkenden Polyen Amphotericin 
B dar.  
Schon seit Mitte der 1960er Jahre werden Azole als Fungizide in der Landwirtschaft 
gegen pflanzenpathogene Pilze eingesetzt. Da Aspergillus ubiquitär vorkommt, ist 
er den Fungiziden zwangsläufig exponiert (MEIS et al., 2016). Es ist bekannt, dass 
die Anwendung von Azolen über einen langen Zeitraum zur Selektion von 
resistenten Klonen führen kann (AZEVEDO et al., 2015). Diese Gefahr besteht 
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nicht nur in der Landwirtschaft, wo Azole flächendeckend und häufig eingesetzt 
werden, sondern auch in der Humanmedizin. Hier wird die Resistenzentwicklung 
durch den prophylaktischen Einsatz von Azolen oder durch eine lange 
Behandlungsdauer gefördert (AZEVEDO et al., 2015).  
Da Azole in den meisten Fällen als Ersttherapeutikum eingesetzt werden, ist die 
Entwicklung von Resistenzen gegen sie von großer medizinischer Relevanz. Es 
wird angenommen, dass Resistenzen, die in Patienten beobachtet werden und die 
Entwicklung der Resistenzen beim Gebrauch in der Landwirtschaft in direktem 
Zusammenhang zueinander stehen (LAXMINARAYAN et al., 2006). Der 
extensive Gebrauch der Azole in der Landwirtschaft verändert die in der Umwelt 
vorkommenden Pilzpopulationen dahingehend, dass sensible Spezies weniger 
werden und die Zahl der resistenten Pilze zunimmt. Da auch humanpathogene 
Keime von dieser Entwicklung betroffen sind, steigt das Gesundheitsrisiko für den 
Menschen an (HOF, 2001).  
Die Selektion resistenter A. fumigatus Klone kann auch Auswirkungen auf das 
Management der Aspergillose in Tierbeständen haben. Es gibt Berichte aus Belgien 
und den Niederlanden, in denen A. fumigatus Stämme isoliert wurden, die 
Resistenzen gegen Itraconazol und Voriconazol aufwiesen (BEERNAERT et al., 
2009). Dies macht deutlich, dass die Resistenzbildung gegen Azole zukünftig auch 
in der Veterinärmedizin an Bedeutung gewinnen könnte. 
1.2. Neue therapeutische Probleme durch Infektionen mit Nicht-
Aspergillus Schimmelpilzen 
A. fumigatus ist nur einer von vielen pathogenen Pilzen, die immer häufiger 
auftreten. Infektionen, die von anderen filamentösen Pilzen als Aspergillus 
ausgelöst werden, kommt dabei immer mehr Bedeutung zu. Zu den am häufigsten 
vorkommenden Nicht-Aspergillus Schimmelpilzen gehören Fusarium spp., Mucor 
spp., Rhizopus spp. und Scedosporium spp. (DOUGLAS et al., 2016). Sie spielen 
vor allem in der Humanmedizin eine große Rolle, da sie schwerwiegende 
Krankheitsverläufe mit hohen Mortalitätsraten verursachen und teilweise noch 
schwieriger zu therapieren sind als Aspergillus-Infektionen. Außerdem betreffen 
sie nicht nur Patienten mit geschwächtem Immunsystem, sondern können auch 
immunkompetente Menschen infizieren (DOUGLAS et al., 2016). Fusarium spp. 
zählen zu den therapieresistentesten Pilzen überhaupt. Sie sind nur wenig sensibel 
für Fluconazol und Amphotericin B und zeigen eine variable Sensitivität für 
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Itraconazol, Voriconazol und Posaconazol. Die Echinocandine Caspofungin, 
Anidulafungin und Micafungin zeigen keine in-vitro Aktivität gegen Fusarium spp. 
(DIGNANI & ANAISSIE, 2004). Mucormykosen, ausgelöst durch Vertreter der 
Mucorales wie Rhizopus spp. oder Lichtheimia spp. sind aufgrund ihrer geringen 
Sensitivität gegenüber einigen Antimykotika ebenfalls schwer zu therapieren. Da 
diese Pathogene nur teilweise sensibel für Azole sind, bleibt Amphotericin B 
derzeit der Goldstandard für ihre Behandlung. In manchen Fällen verbessert eine 
Kombination mit Echinocandinen den Erfolg der Therapie (ALASTRUEY-
IZQUIERDO et al., 2010). Scedosporium spp. zeigen sich resistent gegenüber 
Amphotericin B und gegenüber der meisten Vertreter der Echinocandine (CORTEZ 
et al., 2008). Dies zeigt, dass auch bei Infektionen mit Nicht-Aspergillus 
Schimmelpilzen ein dringender Bedarf an neuen therapeutischen Möglichkeiten 
besteht. 
1.3. Die Typ III Hybrid-Histidin-Kinase TcsC und der HOG-Signalweg 
als geeigneter Angriffspunkt für die Entwicklung neuer 
Therapeutika 
Ideale Angriffspunkte für Antimykotika sind Proteine, die pilzspezifisch sind, also 
im Wirtsorganismus nicht vorkommen, als Virulenzfaktoren fungieren und 
essenziell für das Überleben des Pilzes sind (SHOR & CHAUHAN, 2015). Ein 
Grund für die geringe Auswahl an antifungalen Therapeutika ist die Tatsache, dass 
Pilze und Säugetiere evolutionär relativ eng miteinander verwandt sind, weshalb 
viele potentielle Angriffspunkte auch im Säugetier vorkommen (SHOR & 
CHAUHAN, 2015). Zwei-Komponenten-Signalwege zeigen sich als geeignete 
Kandidaten für neue Zielstrukturen, da sie in Prokaryonten, Pflanzen und niederen 
Eukaryonten vorkommen, aber im Säugetier fehlen. Gene, die für Proteine in Zwei-
Komponenten-Signalwegen codieren, sind zwar meist nicht essentiell für das 
Überleben, es konnte aber gezeigt werden, dass die Deletion solcher Gene 
Fitnessdefekte, wie reduzierte Pathogenität, verminderte Sporulation und erhöhte 
Osmosensitivität, hervorrufen kann (KILANI & FILLINGER, 2016).  
McCormick et al. konnten zeigen, dass die Typ III Hybrid-Histidin-Kinase in A. 
fumigatus essentiell ist für die antifungale Aktivität von Fludioxonil und Iprodion. 
Im Western Blot konnte eine Hyperphosphorylierung der MAPK SakA unter 
Fludioxonil und hyperosmolarem Stress für den Wildtyp, aber nicht für die ∆tcsC 
Mutante nachgewiesen werden. Das beweist, dass die Phosphorylierung von SakA 
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eindeutig von TcsC abhängt (MCCORMICK et al., 2012). TcsC ist also ein 
attraktives Zielprotein für die künstliche Aktivierung des HOG-Signalwegs.  
Die Aktivierung des HOG-Signalwegs zieht einige schädigende Auswirkungen auf 
den Pilz nach sich. Dies zeigt, dass die Aktivierung des HOG-Signalwegs eine 
zielführende Strategie zur Bekämpfung von Aspergillosen ist. Wir konnten 
nachweisen, dass Fludioxonil einen sofortigen Wachstumsstopp auslöst. Diese erste 
Reaktion des Pilzes führt also zunächst zu einem fungistatischen Effekt. Wurde ein 
GFP-exprimierender Stamm aber über 72 h mit Fludioxonil behandelt, war in den 
meisten Kompartimenten kein Fluoreszenzsignal mehr nachweisbar und wenn dann 
nur noch sehr schwach. Das zeigt, dass Fludioxonil bei längerer Einwirkung zu 
einer quantitativen Lyse der kompletten Hyphen führt und dass Kompartimente, die 
noch nicht lysiert waren, zumindest stark geschädigt wurden. Der fungistatische 
Effekt der Aktivierung des HOG-Signalwegs kann daher durch längere Inkubation 
zu einem fungiziden Effekt gesteigert werden (WIEDEMANN & SPADINGER et 
al., 2016).  
Die Tatsache, dass es unter Fludioxonil zu einer unphysiologischen Akkumulation 
von Zellkernen und einer vermehrten Bildung von Septen kommt, zeigt, dass die 
Aktivierung des HOG-Signalwegs zu weiteren Störungen biologischer Funktionen 
des Pilzes führt. Normalerweise finden Mitosen nur im apikalen Kompartiment der 
Hyphe statt, alle anderen Kompartimente verbleiben in der Interphase. Auch die 
Septenbildung ist ein streng regulierter Prozess und steht in Verbindung mit der 
Mitose (SHEN et al., 2014). Um zu erreichen, dass ausschließlich Kerne des 
apikalen Kompartiments in die Mitose eintreten, muss es zu einem Verschluss der 
Septenporen kommen, um die apikalen Kompartimente für den Zeitraum der 
Mitose von den restlichen Hyphen zu trennen. Ein Protein, das mit den Septenporen 
assoziiert ist, ist die Kinase NimA. Shen et al. konnten in A. nidulans zeigen, dass 
NimA während der Interphase am Septum lokalisiert ist und dieses offen hält, 
während der Mitose aber an die Spindelpolkörper bindet (SHEN et al., 2014). Wir 
konnten in einer Gendatenbank das homologe NimA aus A. fumigatus 
(Afu6g02670) identifizieren und durch Fusion mit GFP zeigen, dass NimA in 
unbehandelten wildtypischen Hyphen am Septum zu finden ist. In Fludioxonil 
behandelten Zellen war diese Lokalisation jedoch nicht mehr nachweisbar, was 
zeigt, dass die Septenporen geschlossen sind (WIEDEMANN & SPADINGER et 
al., 2016). Dies konnten wir durch eine FRAP (fluorescence recovery after 
photobleaching) Analyse bestätigen. Hierbei werden einzelne Kompartimente eines 
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GFP-exprimierenden Stammes durch eine Erhöhung der Laserleistung ausgebleicht 
und anschließend daraufhin untersucht, ob das GFP-Signal nach kurzer Zeit 
zurückkehrt. In unbehandelten wildtypischen Hyphen ist die Mehrheit der 
Septenporen geöffnet und deshalb durchlässig für verschiedene Bestandteile des 
Zytoplasmas, wie beispielsweise Proteine. Somit kann GFP über die Septenporen 
in benachbarte Kompartimente gelangen und das Fluoreszenzsignal wird nach dem 
Ausbleichen wieder sichtbar. In Fludioxonil behandelten Zellen bleibt das GFP-
Signal nach dem Ausbleichen eines Kompartiments auf die benachbarten 
Kompartimente beschränkt, die Septenporen sind folglich geschlossen 
(WIEDEMANN & SPADINGER et al., 2016). Die physiologische Regulation der 
Mitose und dem Öffnen und Schließen der Septenporen wird durch die Aktivierung 
des HOG-Signalwegs völlig außer Kraft gesetzt.  
Eine weitere charakteristische Folge der Fludioxonil-Behandlung ist ein massiver 
Verlust von Galaktomannan aus der Zellwand, was wir zunächst durch eine 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem Galaktomannan-spezifischen Antikörper 
zeigen und anschließend im ELISA bestätigen konnten (WIEDEMANN & 
SPADINGER et al., 2016). Der Nachweis von Galaktomannan wird auch im 
PlateliaTM Galactomannan-Assay zur Diagnostik invasiver Aspergillosen 
verwendet. Die Tatsache, dass unter Fludioxonil Galaktomannan vermehrt 
freigesetzt wird, könnte für eine Erhöhung der Sensitivität der Galaktomannan 
gestützten Diagnostik genutzt werden.  
Fludioxonil ist neben Keimlingen und Hyphen auch auf ruhende Konidien wirksam. 
Ähnlich wie Hyphen schwellen Konidien an, zeigen einen Verlust von 
Galaktomannan aus der Zellwand und eine Proliferation der Zellkerne 
(unpublizierte Daten). Dass eine antifungale Substanz auch ruhende Konidien 
schädigt, ist ein wichtiger Aspekt, da diese sonst ungehindert auskeimen könnten, 
wenn der Wirkstoff entfernt wird.   
Fludioxonil ist wirksam gegen A. fumigatus, A. nidulans (MCCORMICK et al., 
2012), A. flavus und A. niger, A. terreus hingegen ist resistent (WIEDEMANN & 
SPADINGER et al., 2016). Nach der in der Gendatenbank vorhandenen Sequenz 
ist das TcsC von A. terreus unvollständig und somit sehr wahrscheinlich nicht 
funktionell. A. terreus ist aber in der Lage, sich an osmotischen Stress anzupassen, 
es muss somit eine Möglichkeit geben, den HOG-Signalweg zu aktivieren. Die 
Resequenzierung des TcsC-Gens im wildtypischen Stamm NIH2624 zeigte 
schließlich, dass TcsC in A. terreus zwar einige Unterschiede zu TcsC in A. 
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fumigatus aufweist, ansonsten aber komplett ist. Durch Klonierung und Expression 
des TcsC von A. terreus in einer A. fumigatus ∆tcsC Mutante konnten wir zeigen, 
dass dieses Protein funktionell ist, da es in der Lage ist, die A. fumigatus ∆tcsC 
Mutante zu komplementieren und somit die Sensitivität für Fludioxonil und die 
Anpassungsfähigkeit an hyperosmolaren Stress wiederherstellt (WIEDEMANN & 
SPADINGER et al., 2016). In diesem Zusammenhang ist interessant, dass A. 
terreus sensibel gegenüber Iprodion ist. Da die Wirkung von Iprodion über Typ III 
Hybrid-Histidin-Kinasen vermittelt wird, muss es Gründe unabhängig von TcsC 
geben, die A. terreus resistent gegenüber Fludioxonil werden lassen. Eine mögliche 
Erklärung wäre, dass Fludioxonil aufgrund einer multi drug resistance (MDR) 
unwirksam gegen A. terreus ist. An diesem Resistenzmechanismus sind 
beispielsweise ABC (ATP binding cassette) Transporter beteiligt (COLE et al., 
1992). ABC-Transporter gehören zu den primär aktiven Transportern, die meisten 
dieser Transportproteine sind für den Export toxischer Substanzen zuständig 
(SAIER, 2000). In Botrytis cinerea wurden bereits einige ABC-Transporter 
identifiziert, deren Expression durch Fludioxonil induziert wird. Werden die Gene 
für diese ABC-Transporter deletiert, reagieren die entsprechenden Mutanten 
sensibler auf Fludioxonil als die Ausgangsstämme. Dies zeigt, dass die Expression 
von ABC-Transportern zu einer Fludioxonil-Resistenz führen kann 
(SCHOONBEEK et al., 2003). Es wäre daher denkbar, dass auch in A. terreus ein 
Export über ABC-Transporter für die Fludioxonil-Resistenz verantwortlich ist. Da 
aber Iprodion auch in A. terreus zu einer Aktivierung des HOG-Signalwegs führt, 
scheint diese Substanz nicht betroffen zu sein.  
Wir konnten zeigen, dass neben Aspergillus spp. auch Nicht-Aspergillus 
Schimmelpilze wie Lichtheimia corymbifera, Rhizopus oryzae und Scedosporium 
minutisporum sensibel für Fludioxonil und Iprodion sind (WIEDEMANN & 
SPADINGER et al., 2016). Infektionen durch diese Pathogene lösen schwere 
Krankheitsverläufe aus und sind oft nur schwer zu therapieren. Die Aktivierung des 
HOG-Signalwegs könnte folglich eine geeignete Strategie sein, um ein breites 
Spektrum an pathogenen Schimmelpilzen zu bekämpfen. 
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2. Hybrid-Histidin-Kinasen als positive oder negative 
Regulatoren des HOG-Signalwegs 
Der HOG-Signalweg wurde ursprünglich in der Modell-Hefe Saccharomyces 
cerevisiae entdeckt und charakterisiert. Im Gegensatz zu den meisten Pilzen besitzt 
diese Hefe keine Typ III, sondern eine Typ VI Hybrid-Histidin-Kinase. Die Typ VI 
Hybrid-Histidin-Kinase Sln1 in S. cerevisiae ist neben dem Phosphotransfer-
Protein Ypd1, dem Response-Regulator Ssk1 und dem MAPK-Modul Bestandteil 
des HOG-Signalwegs (HOHMANN, 2009). Es wurde gezeigt, dass Sln1 unter 
normalen osmotischen Bedingungen als Kinase aktiv ist und hyperosmotischer 
Stress Sln1 inaktiviert (POSAS et al., 1996). Daraus folgt, dass Sln1 aktiv, also 
phosphoryliert sein muss, um den HOG-Signalweg in inaktivem Zustand zu halten, 
umgekehrt muss Sln1 nicht-phosphoryliert sein, um eine Phosphorylierung der 
MAPK Hog1 zu ermöglichen. Sln1 ist folglich ein negativer Regulator des HOG-
Signalwegs. Die Phosphorylierungskaskade, beginnend bei Sln1 und endend bei 
Hog1, muss daher auf Höhe eines der dazwischenliegenden Proteine unterbrochen 
werden. Maeda et al. konnten zeigen, dass die Aktivität von Sln1 unter 
hyperosmotischen Bedingungen unterdrückt wird und die daraus folgende 
Akkumulation des nicht phosphorylierten Response-Regulators Ssk1 zu einer 
Aktivierung des nachgeschalteten MAPK-Moduls führt (MAEDA et al., 1994). 
Dies ist schematisch in Abbildung 10 gezeigt.   
Wird nun solch ein negativer Regulator des HOG-Signalwegs deletiert, hat das 
letale Folgen für die resultierende Mutante, da in diesem Fall der HOG-Signalweg 
unkontrolliert aktiv ist. Um dieses Problem bei funktionellen Studien zu umgehen, 
wurde eine temperaturabhängige ∆sln1 Mutante hergestellt. Diese trägt ein 
Temperatur-sensitives Sln1 Allel, welches bei 37 °C nicht mehr exprimiert wird 
(MAEDA et al., 1994). Dieses System wurde für die heterologe Expression einiger 
Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen aus anderen Hefen genutzt. DhNik1 aus der 
osmotoleranten Hefe Debaromyces hansenii und ClNik1 aus Candida lusitaniae 
konnten so ebenfalls als negative Regulatoren des HOG-Signalwegs identifiziert 
werden, da sie in der Lage sind, die ∆sln1 Mutante zu komplementieren (MEENA 
et al., 2010; RANDHAWA et al., 2016). 
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Abbildung 10: Modell der negativen Regulation des HOG-Signalwegs durch 
die Hybrid-Histidin-Kinase Sln1 in S. cerevisiae 
Positive Regulatoren des HOG-Signalwegs sind Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen, 
die unter normalen osmotischen Bedingungen inaktiv sind und erst durch externe 
Stresssignale aktiviert werden. Die Aktivität der Kinase wird nicht benötigt, um den 
HOG-Signalweg inaktiv zu halten. In einem solchen Fall ist der HOG-Signalweg 
eine lineare Signalkaskade. In filamentösen Pilzen konnten einige vitale 
Deletionsmutanten von Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen hergestellt werden. Dies 
lässt darauf schließen, dass die entsprechenden Kinasen unter normalen 
Bedingungen inaktiv sind und erst durch externe Stresssignale aktiviert werden. 
Somit liegt nahe, dass es sich in diesen Fällen um positive Regulatoren des HOG-
Signalwegs handelt (DEFOSSE et al., 2015). Auch in A. fumigatus erwies sich eine 
∆tcsC Mutante als lebensfähig (MCCORMICK et al., 2012). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des Kinase-
Moduls von TcsC ausschlaggebend für die Aktivierung des HOG-Signalwegs ist. 
Exprimiert man das Kinase-Modul ohne das N-terminale Sensing-Modul, führt das 
zu einem Phänotyp, der dem von Fludioxonil behandelten wildtypischen Hyphen 
gleicht. Um nachzuweisen, dass dieser Effekt auf die Aktivität des Kinase-Moduls 
zurückzuführen ist, ersetzten wir den Histidinrest, der im aktiven Molekül 
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phosphoryliert wird, durch Alanin, und konnten so ein inaktives Kinase-Modul 
herstellen. Die resultierende Mutante wuchs wie unbehandelte wildtypische 
Hyphen. TcsC muss also phosphoryliert werden um den HOG-Signalweg zu 
aktivieren und ist damit eindeutig ein positiver Regulator, wie schematisch in 
Abbildung 11 dargestellt (SPADINGER & EBEL, 2017).  
 
Abbildung 11: Modell der positiven Regulation des HOG-Signalwegs durch 
die Hybrid-Histidin-Kinase TcsC in A. fumigatus 
Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen in Hefen besitzen meist fünf HAMP-Domänen 
und sind negative Regulatoren des HOG-Signalwegs. In filamentösen Pilzen ist ein 
Cluster aus sechs HAMP-Domänen geläufiger und die Proteine regulieren den 
HOG-Signalweg meist positiv. Es scheint somit zwei Subklassen von Typ III 
Hybrid-Histidin-Kinasen zu geben, welche jeweils typisch für Hefen 
beziehungsweise typisch für filamentöse Pilze sind. Jedoch gibt es auch 
Ausnahmen. CaNik1 aus Candida albicans besitzt fünf HAMP-Domänen, ist aber 
nicht in der Lage, eine ∆sln1 Mutante zu komplementieren und wurde als positiver 
Regulator des HOG-Signalwegs beschrieben (EL-MOWAFY et al., 2013), 
während die Typ III Hybrid-Histidin-Kinase Bos1 aus Botrytis cinerea sechs 
HAMP-Domänen besitzt, aber als negativer Regulator des HOG-Signalwegs 
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beschrieben wurde (LIU et al., 2008).  
3. Die proximale HAMP-Domäne reguliert die Aktivität des 
Kinase-Moduls 
Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen besitzen einen typischen Aufbau. Der C-terminale 
Teil ist hoch konserviert und wird von der Receiver-Domäne gebildet. Den 
zentralen Teil bildet die Histidin-Kinase mit der HATPase_c Domäne (histidine-
kinase-like ATPase catalytic domain). Der N-terminale Teil besteht aus einem 
Cluster von HAMP-Domänen, wobei die Anzahl der HAMP-Domänen zwischen 
fünf und elf variiert (DEFOSSE et al., 2015).  
In Hinblick auf die Aktivität des Kinase-Moduls von TcsC in A. fumigatus, 
unabhängig vom Einfluss des Sensing-Moduls, gibt es zwei Möglichkeiten. Das 
Kinase-Modul könnte konstitutiv aktiv sein, was bedeuten würde, dass es unter 
normal-osmotischen Bedingungen durch das HAMP-Domänen-Cluster inhibiert 
wird, um den HOG-Signalweg inaktiv zu halten. Die zweite Möglichkeit ist, dass 
das Kinase-Modul per se inaktiv ist und erst bei der Wahrnehmung eines 
Stresssignals durch das Sensing-Modul aktiviert wird. Sollte das Kinase-Modul an 
sich konstitutiv aktiv sein, wäre die Expression eines solchen Proteins für die 
entsprechende Mutante letal, da eine konstitutiv aktive Kinase-Domäne zu einer 
permanenten Aktivierung des HOG-Signalwegs führen würde. In Anbetracht 
dessen, klonierten wir das Kinase-Modul unter Verwendung eines tet-on 
Promotors, der Doxycyclin-abhängig angeschaltet werden kann. So konnten wir 
zeigen, dass die induzierte Expression des Kinase-Moduls zu einem Phänotyp führt, 
der vergleichbar ist mit dem Fludioxonil-behandelter wildtypischer Hyphen. Die 
Expression des Kinase-Moduls löst somit eine permanente Aktivierung des HOG-
Signalwegs aus und somit handelt es sich um eine konstitutiv aktive Kinase-
Domäne (SPADINGER & EBEL, 2017). Die Aktivität des Kinase-Moduls muss 
unter Abwesenheit von osmotischem Stress durch das Sensing-Modul negativ 
kontrolliert werden, sie wird also vermutlich durch die Konformation des HAMP-
Domänen-Clusters moduliert. Wir konnten zeigen, dass schon das Anfügen der 
proximalen HAMP6-Domäne zu einem inaktiven Protein führt (SPADINGER & 
EBEL, 2017). Die proximale HAMP-Domäne alleine ist folglich in der Lage, die 
Aktivität des Kinase-Moduls zu inhibieren.  
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Meena et. al zeigten, dass die Expression des Kinase-Moduls von DhNik1 aus D. 
hansenii zu einem inaktiven Protein führt, sich somit deutlich anders verhält als das 
Kinase-Modul von TcsC. Das Anfügen der proximalen HAMP-Domäne, in diesem 
Fall HAMP5, aktiviert das Kinase-Modul von DhNik1 (MEENA et al., 2010). 
Dasselbe Muster ergab sich auch bei der Expression des Kinase-Moduls von 
ClNik1 aus C. lusitaniae: Das entsprechende Protein ist inaktiv und das Anfügen 
der proximalen HAMP-Domäne führt zu einer Aktivierung (RANDHAWA et al., 
2016).  
Für alle untersuchten Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen konnte folglich festgestellt 
werden, dass die proximale HAMP-Domäne in der Lage ist, die Aktivität des 
Kinase-Moduls entweder positiv oder negativ zu regulieren. Das An- oder 
Abschalten des Kinase-Moduls kann nun in Zusammenhang mit der positiven oder 
negativen Regulation des gesamten HOG-Signalwegs betrachtet werden 
(Abbildung 12). TcsC aus A. fumigatus ist ein positiver Regulator des HOG-
Signalwegs, um ihn zu aktivieren, muss TcsC phosphoryliert werden. Das Kinase-
Modul von TcsC wird somit unter normal-osmotischen Bedingungen durch die 
proximale HAMP6-Domäne inaktiviert. DhNik1 aus D. hansenii und ClNik1 aus C. 
lusitaniae sind negative Regulatoren des HOG-Signalwegs, um ihn zu aktivieren, 
muss ihre Kinase-Aktivität gehemmt werden. Die Kinase-Module dieser Proteine 
sind per se inaktiv. Sie sind nicht in der Lage, Sln1 in S. cerevisiae zu ersetzen und 
führen nach Expression in S. cerevisiae zu einer Aktivierung des HOG-Signalwegs, 
da die hemmende Wirkung der vollständigen, aktiven Kinase auf das MAPK-
Modul wegfällt (MEENA et al., 2010, RANDHAWA et al., 2016). Die proximale 
HAMP-Domäne reguliert hier das Kinase-Modul positiv, wodurch die Kinase 
aktiviert und der HOG-Signalweg inaktiviert wird, was wiederum dem Zustand 
unter normal-osmotischen Bedingungen entspricht. Ob die Regulation des Kinase-
Moduls durch die proximale HAMP-Domäne positiv oder negativ ist, die Aktivität 
der Kinase an- oder abgeschaltet wird, hängt davon ab, ob die Hybrid-Histidin-
Kinase im entsprechenden Organismus ein positiver oder negativer Regulator des 
HOG-Signalwegs ist. In allen Fällen wird das Kinase-Modul von der proximalen 
HAMP-Domäne alleine so reguliert, dass der HOG-Signalweg abgeschaltet wird. 
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen der positiven oder negativen 
Regulation des Kinase-Moduls durch die proximale HAMP-Domäne und der 
positiven oder negativen Regulation des HOG-Signalwegs 
Meena et al. untersuchten auch die Funktion der übrigen HAMP-Domänen von 
DhNik1. Wie oben erwähnt, muss das Kinase-Modul von DhNik1 durch die 
proximale HAMP5-Domäne aktiviert werden, was zur Hemmung des HOG-
Signalwegs führt. Die vorletzte HAMP-Domäne, HAMP4, inaktiviert wiederum das 
Kinase-Modul. Aus diesen Ergebnissen und weiteren Versuchen, die Hinweise auf 
Dimerisierungen zwischen bestimmten HAMP-Domänen gaben, wurde folgendes 
Modell entwickelt (Abbildung 13): Unter normal-osmotischen Bedingungen 
kommt es zu Interaktionen zwischen der ersten, zweiten, dritten und vierten 
HAMP-Domäne welche dazu führen, dass zwischen HAMP4 von HAMP5 keine 
Interaktion stattfinden kann. HAMP5 kann somit das Kinase-Modul aktivieren, was 
den HOG-Signalweg inaktiv hält. Soll der HOG-Signalweg unter osmotischem 
Stress aktiviert werden, werden die Interaktionen der HAMP-Domänen 1-4 
dahingehend verändert, dass HAMP4 freigegeben wird, nun mit HAMP5 
interagieren kann und somit die Aktivität der Kinase gehemmt wird (MEENA et 
al., 2010).  
 
Abbildung 13: Regulation der Aktivität von DhNik1 in Debaroymces hansenii 
unter normal-osmotischen Bedinungen und unter osmotischem Stress 
Modifiziert nach Meena et al. (MEENA et al., 2010) 
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Wir haben ebenfalls die Funktion der übrigen HAMP-Domänen von TcsC in A. 
fumigatus untersucht. Das per se aktive Kinase-Modul kann durch die proximale 
HAMP6-Domäne inhibiert werden. Die vorletzte HAMP-Domäne (HAMP5) ist in 
der Lage, diese Inhibition teilweise wieder aufzuheben. Das sukzessive Anfügen 
weiterer HAMP-Domänen (HAMP4 bis HAMP1) führt zur Bildung von inaktiven 
Proteinen (SPADINGER & EBEL, 2017). Man kann somit auch hier beobachten, 
dass die HAMP-Domänen 1–4 in der Lage sind, die auch ohne osmotischen Stress 
auftretende, partielle Aktivierung des Kinase-Moduls durch HAMP5 wieder 
aufzuheben. Dies führt dazu, dass das vollständige TcsC Protein in Abwesenheit 
von aktivierenden Signalen keine Kinaseaktivität zeigt. Weitere Versuche ergaben, 
dass für eine Reaktion auf hyperosmolaren Stress oder Fludioxonil alle sechs 
HAMP-Domänen nötig sind (SPADINGER & EBEL, 2017). 
4. Interaktionen zwischen TcsC-Molekülen 
In Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen kann es nicht nur zur Dimerisierung von 
individuellen HAMP-Domänen des Moleküls kommen (MEENA et al., 2010), 
sondern auch Dimerbildungen zwischen kompletten Molekülen sind möglich, was 
anhand von Gelfiltration und anschließender Bestimmung des Molekulargewichts 
gezeigt werden konnte (KAUR et al., 2014).  
Wir konnten zeigen, dass es in A. fumigatus zwischen verschiedenen TcsC 
Molekülen zu Interaktionen kommen muss, da sie sich gegenseitig in ihrer Aktivität 
beeinflussen können. Werden verkürzte Varianten von TcsC in einem A. fumigatus 
Wildtyp Stamm exprimiert, geht man zunächst davon aus, dass die Funktionalität 
des nativen TcsC davon unbeeinträchtigt bleibt. Überraschenderweise aber konnten 
wir feststellen, dass die Expression dieser verkürzten Proteine einen negativen 
Effekt auf die Empfindlichkeit des Stammes für Fludioxonil ausübt, das native 
TcsC somit inhibiert. Dieser Effekt ist am stärksten ausgeprägt bei der Expression 
des Kinase-Moduls mit der proximalen HAMP6-Domäne. Dieses Protein zeigt 
keine intrinsische Aktivität (HAMP6 inhibiert die Aktivität des Kinase-Moduls) 
und ist auch nicht durch Fludioxonil aktivierbar. Wird es aber in einem Stamm mit 
nativem TcsC exprimiert, inhibiert es dessen Funktionalität vollständig und führt 
zu einer Resistenz gegen Fludioxonil. Das Kinase-Modul mit der proximalen 
HAMP-Domäne übt somit einen dominant negativen Effekt auf das wildtypische 
TcsC aus. Werden nun sukzessive die übrigen HAMP-Domänen angefügt, lässt der 
negative Effekt auf das native TcsC mit steigender Anzahl von HAMP-Domänen 
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nach. Das Protein, welches alle sechs HAMP-Domänen besitzt, lässt dann wieder 
eine vollständige Sensitivität für Fludioxonil zu (SPADINGER & EBEL, 2017). 
Eine mögliche Erklärung für diese Ergebnisse wäre, dass die Expression der 
verkürzten TcsC-Varianten einerseits zur Bildung von Heterodimeren führt, 
gleichzeitig aber auch Interaktionen mit nativen TcsC Molekülen stattfinden und so 
deren Funktionalität beeinträchtigt wird. Die Beeinträchtigung des nativen TcsC ist 
desto deutlicher ausgeprägt, je stärker sich das verkürzte Protein vom 
ursprünglichen TcsC unterscheidet, wahrscheinlich reicht also schon die 
Anwesenheit von HAMP6 für eine Dimerbildung aus. Mit der sukzessiven Addition 
der HAMP-Domänen und damit der Annäherung an das ursprüngliche Molekül 
wird die Funktionalität des nativen TcsC schrittweise zurückerlangt. Kommt es zur 
Dimerisierung zwischen einem nativen TcsC Molekül und einem Kinase-Modul 
mit allen sechs HAMP-Domänen, ist dieses Heterodimer vollständig funktionell, 
da beide beteiligten Proteine die Wirkung von Fludioxonil vermitteln. Ein solcher 
negativer Effekt bei der Expression einer verkürzten Variante einer Typ III Hybrid-
Histidin-Kinase auf das entsprechende vollständige Protein wurde auch schon bei 
DhNik1 beobachtet. Wird DhNik1 in S. cerevisiae exprimiert, ist die resultierende 
Mutante sensibel für Fludioxonil. Werden DhNik1 und eine verkürzte Variante von 
DhNik1, welche nur das Kinase-Modul und die proximale HAMP-Domäne 
beinhaltet, gleichzeitig exprimiert, führt das zu einer vollständigen Resistenz 
gegenüber Fludioxonil (FURUKAWA et al., 2012). 
5. Die Bedeutung der Lokalisation von TcsC 
Bereits 1962 wurde entdeckt, dass Proteine an einem Histidin-Rest phosphoryliert 
werden können (BOYER et al., 1962). In Bakterien werden Stresssignale häufig 
über Zwei-Komponenten-Systeme verarbeitet, welche aus einer Sensor-Histidin-
Kinase und einem Response-Regulator bestehen. Bakterielle Histidin-Kinasen sind 
Rezeptoren, die in der Zellmembran lokalisiert sind und so über ihre Sensor-
Domäne Signale aus der Umgebung wahrnehmen können. Die zytoplasmatische 
Histidin-Kinase-Domäne überträgt dann den Phosphatrest auf einen Response-
Regulator (BOURRET et al., 1991).  
Auch die Typ VI Hybrid-Histidin-Kinase Sln1 aus S. cerevisiae besitzt in ihrem N-
terminalen Bereich zwei Transmembrandomänen und ist somit in der Zellmembran 
lokalisiert (POSAS et al., 1996). Der Typ III Hybrid-Histidin-Kinase DhNik1 aus 
Debaromyces hansenii hingegen fehlt eine solche Transmembrandomäne und die 
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Fusion mit GFP zeigte, dass sich DhNik1 tatsächlich nicht in der Membran, sondern 
im Zytoplasma aufhält und somit ein zytoplasmatischer Osmosensor ist. Wie 
allerdings die Wahrnehmung von externen Stresssignalen durch einen im 
Zytoplasma lokalisierten Sensor bewerkstelligt wird, blieb unklar (MEENA et al., 
2010). In der Aminosäuresequenz von TcsC in A. fumigatus kann eine potentielle 
Transmembrandomäne gefunden werden (GRICE et al., 2013). Diese müsste 
zwischen der HATPase_c und der Receiver-Domäne lokalisiert sein, somit würde 
sich die Histidin-Kinase von TcsC außerhalb der Zellmembran befinden. Da hier 
kein ATP bereitgestellt werden und somit keine Phosphorylierung stattfinden kann, 
ist diese Lokalisation für eine Transmembrandomäne eher unwahrscheinlich. Wird 
das TcsC-Kinase-Modul mit GFP fusioniert, zeigt sich eine zytoplasmatische 
Lokalisation, dies gilt auch für alle übrigen Konstrukte mit unterschiedlichen 
Anzahlen an HAMP-Domänen. Fusioniert man allerdings das komplette TcsC-
Molekül mit GFP, ist dieses funktionelle Protein überraschenderweise nicht im 
Zytoplasma, sondern im Zellkern lokalisiert (eigene nicht publizierte Daten).  
Untersucht man die Aminosäuresequenz von TcsC auf Bereiche, welche für eine 
Kernlokalisation verantwortlich sein könnten, finden sich drei sogenannte nuclear 
localization sequences (NLS). Zwei davon befinden sich im Bereich der 
HATPase_c und der Receiver-Domäne und somit im C-terminalen Bereich des 
Proteins. Da dieser Bereich in den GFP-Fusionsproteinen, welche im Zytoplasma 
lokalisiert sind, enthalten ist, ist es eher unwahrscheinlich, dass diese beiden 
potentiellen NLS für die Kernlokalisation des Gesamtproteins verantwortlich sind. 
Dies bestätigt auch die Expression eines GFP-Fusionsproteins der 300 C-terminalen 
Aminosäuren von TcsC, in welchen nur die HATPase_c und die Receiver-Domäne 
enthalten sind, da dieses Protein nicht in den Kern transportiert wird sondern im 
Zytoplasma bleibt (eigene nicht publizierte Daten). Die dritte NLS befindet sich 
innerhalb der ersten 200 Aminosäuren im N-terminalen Bereich von TcsC, noch 
vor der ersten HAMP-Domäne. Dies ist der einzige Bereich des Gesamtproteins, 
welcher in den Konstrukten mit unterschiedlicher Anzahl an HAMP-Domänen 
nicht exprimiert wurde, da auch im Protein mit allen sechs HAMP-Domänen der 
äußerste N-terminalen Bereich des Gesamtproteins fehlt. Somit unterscheidet sich 
das komplette GFP-TcsC-Fusionsprotein, welches im Kern lokalisiert ist, von dem 
GFP-TcsC-HAMP1-6-Fusionsprotein, welches sich im Zytoplasma aufhält, nur 
durch die N-terminalen 200 Aminosäuren. Die Fusion dieser 200 Aminosäuren mit 
GFP legt nahe, dass dieser Bereich des Proteins eine zentrale Rolle für den 
IV. Diskussion      66 
Transport in den Zellkern zu spielen scheint, da dieses Fusionsprotein im Zellkern 
lokalisiert ist (eigene nicht publizierte Daten). 
 
Abbildung 14: Nuclear localization sequences (NLS) und die potentielle 
Transmembrandomäne in TcsC aus A. fumigatus 
HisKA: Histidin-Kinase-Domäne, HATPase_c: Histidine kinase-like ATPase catalytic domain, 
REC: Receiver-Domäne 
Quelle: Vorhersage der Domänen mittels des SMART-Programms 
Aktiviert man das GFP-TcsC-Fusionsprotein durch Fludioxonil oder durch 
hyperosmolaren Stress, behält es seine Lokalisation im Zellkern nicht bei, sondern 
ist nun im Zytoplasma zu finden. Es kommt somit bei der Aktivierung zu einer 
Translokation vom Kern in das Zytoplasma, welche auch wieder rückgängig 
gemacht werden kann, wenn der Stressor (Fludioxonil) entfernt wird (eigene nicht 
publizierte Daten). TcsC kann folglich vom Zellkern in das Zytoplasma und vom 
Zytoplasma in den Zellkern transportiert zu werden. Genau wie die aktive Form 
von TcsC befinden sich auch die aktive Kinase-Domäne und die übrigen verkürzten 
Konstrukte im Zytoplasma. Die Fusion des HPt Proteins Ypd1 mit GFP zeigt, dass 
sich dieses Protein im Zytoplasma befindet und nach der Aktivierung des HOG-
Signalwegs durch Fludioxonil in den Zellkern transportiert wird. TcsC befindet sich 
also unter normal-osmotischen Bedingungen im Zellkern und transloziert nach 
seiner Aktivierung in das Zytoplasma, wo die Phosphatgruppe auf Ypd1 übertragen 
wird (eigene nicht publizierte Daten).  
War es schon schwer vorstellbar, wie ein im Zytoplasma lokalisierter Osmosensor 
externe Stresssignale wahrnehmen kann, scheint es nun umso schwerer, sich diese 
Funktion innerhalb des Zellkerns zu erklären. Werden Hyphen von A. fumigatus 
einer 1,2 M Sorbit-haltigen Umgebung ausgesetzt, führt das durch das starke 
osmotische Gefälle zu einem plötzlichen und starken Entzug von Wasser aus dem 
Zytoplasma. Dadurch kommt es zur Abnahme des Zytoplasmas und einer daraus 
resultierenden mechanischen Verformung des Zytoskeletts und der kompletten 
Zelle. Möglicherweise wird hierbei auch der Zellkern mechanisch verformt. Es 
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wurde bereits gezeigt, dass osmotischer Stress die Struktur des Zellkerns verändern 
kann und dass mechanischer Stress die Genexpression über biochemische 
Signalwege regulieren kann (FINAN & GUILAK, 2010). Denkbar wäre, dass eine 
mechanische Verformung des Kerns zu einer Aktivierung des im Zellkern 
befindlichen TcsC führt. Das TcsC-Molekül könnte hierbei über das N-terminale 
HAMP-Domänen-Cluster mit Rezeptoren der Kernmembran verbunden sein und 
somit mechanische Impulse wahrnehmen können. Auch möglich wäre, dass ein 
Sensorprotein existiert, welches TcsC übergeordnet ist, aber bis heute nicht 
identifiziert wurde. 
6. Die Identifizierung neuer HOG-aktivierender Substanzen 
In dieser Arbeit wurde ausführlich dargelegt, dass ein Bedarf an neuen 
Therapiemöglichkeiten zur Behandlung invasiver Mykosen besteht und dringend 
gedeckt werden sollte. Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung des pilzspezifischen 
HOG-Signalwegs eine gut geeignete Strategie zur Bekämpfung dieser 
Erkrankungen darstellt, da das Wachstum von Hyphen dadurch nicht nur blockiert 
wird, sondern auch massive Schäden bis hin zur Lyse des Pilzes auftreten.  
Neben Fludioxonil sind weitere Fungizide wie Iprodion und Quintozene bekannt, 
welche den HOG-Signalweg aktivieren können. Diese Fungizide werden seit 
Jahrzehnten in der Landwirtschaft eingesetzt, um pflanzenpathogene Pilze zu 
bekämpfen (KILANI & FILLINGER, 2016).  
Eine mögliche therapeutische Wirkung von Fludioxonil wurde bereits in einem 
Eierinfektionsmodell der invasiven Aspergillose untersucht. Hierbei und in 
weiteren Versuchen konnte festgestellt werden, dass die Wirkung von Fludioxonil 
in proteinreichem Medium abnimmt, da es möglicherweise an Proteine wie 
Albumin bindet (persönliche Mitteilung von Prof. Dr. Frank Ebel). Daher ist 
Fludioxonil für den therapeutischen Einsatz weniger geeignet. Betrachtet man die 
chemische Struktur der Fungizide Fludioxonil, Iprodion und Quintozene, 
schematisch dargestellt in Abbildung 15, fällt auf, dass sich diese Substanzen in 
ihrem Aufbau stark unterscheiden. 
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Abbildung 15: Strukturformeln von Fludioxonil, Iprodion und Quintozene 
Der HOG-Signalweg lässt sich durch eine Reihe von Substanzen mit stark 
unterschiedlichem chemischen Aufbau aktivieren. Dies lässt darauf schließen, dass 
auch andere, bisher unbekannte Substanzen in der Lage sind, diesen Signalweg zu 
adressieren, die möglicherweise besser für einen therapeutischen Einsatz im 
Menschen oder im Tier geeignet sind. Wir haben daher einen Screening Assay 
entwickelt, der es erlauben soll, weitere Substanzen mit HOG-aktivierenden 
Eigenschaften zu identifizieren (Abbildung 16). Ein A. fumigatus Wildtyp Stamm 
wird durch Fludioxonil in seinem Wachstum gehemmt. Eine A. fumigatus ∆tcsC 
Mutante ist dagegen resistent gegenüber Fludioxonil und kann ungehindert 
wachsen. Werden Konidien von GFP- beziehungsweise RFP (rot fluoreszierendem 
Protein)-exprimierender Varianten dieser beider Stämme zu gleichen Teilen 
gemischt und ohne den Einfluss einer fungiziden Substanz inkubiert, entsteht ein 
Geflecht aus Hyphen, welches gleichermaßen grünes und rotes Fluoreszenzsignal 
abgibt. Wird dieses Konidien-Gemisch mit einer fungiziden Substanz behandelt, 
welche den Pilz auf anderem Weg angreift als über den HOG-Signalweg, wird 
weder grünes noch rotes Fluoreszenzsignal messbar sein, da kein Wachstum 
stattfinden kann. Behandelt man das Gemisch aber mit einer HOG-aktivierenden 
Substanz, wird der GFP-exprimierende Wildtyp-Stamm im Wachstum gehemmt, 
während die RFP-exprimierende ∆tcsC Mutante normal weiter wächst. Dies führt 
dazu, dass ausschließlich rotes Fluoreszenzsignal wahrnehmbar ist, anhand dessen 
die HOG-aktivierende Eigenschaft der getesteten Substanz erkannt wird.  
In Zukunft könnte das Prinzip dieses Screening Assays genutzt werden, um 
Substanzbibliotheken im Hochdurchsatzverfahren auf neue, HOG-aktivierende 
Fungizide zu untersuchen. Können solche identifiziert werden, sollte zunächst ihre 
Toxizität und ihre Wirkung auf andere pathogene Schimmelpilze untersucht 
werden. Anschließend sollte ihre Wirksamkeit in proteinreichem Medium gezeigt 
IV. Diskussion      69 
werden, um sie in Infektionsmodellen einsetzen zu können. 
 
Abbildung 16: Screening Assay zur Identifizierung HOG-aktivierender 
Substanzen 
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V. ZUSAMMENFASSUNG 
Neben bakteriellen und viralen Infektionskrankheiten nimmt die Bedeutung von 
Infektionen durch pathogene Pilze immer weiter zu. Die hohe Mortalitätsrate von 
invasiven Mykosen, die sich zwischen 40 % und 90 % bewegt, zeigt, dass diese 
Erkrankungen keinesfalls zu unterschätzen sind. Der Hauptauslöser invasiver 
Mykosen ist Aspergillus, wobei A. fumigatus die größte Rolle spielt. Jedoch sind 
auch Infektionen mit Nicht-Aspergillus Schimmelpilzen von zunehmender 
Bedeutung. Ein besonderes Risiko für die Entwicklung einer invasiven Mykose 
besteht, sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin, bei 
immunsupprimierten Patienten. Dazu gehören Patienten, die an AIDS oder CGD 
leiden, Patienten nach Organ- oder Stammzelltransplantationen oder Patienten die 
sich einer Therapie mit Immunsuppressiva oder Chemotherapeutika unterziehen 
müssen. In der Veterinärmedizin spielen auch immunsupprimierende 
Haltungsbedingungen und Vorerkrankungen wie Tuberkulose eine Rolle. Die 
Therapie invasiver Mykosen schlägt oft fehl, da die Anzahl der zur Verfügung 
stehenden Antimykotika begrenzt ist und die Resistenzbildung gegen einige dieser 
Substanzen in den letzten Jahren stark zunimmt. Es besteht somit ein dringender 
Bedarf an der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien. Einen alternativen 
Ansatz zu den bisher bekannten Behandlungsmöglichkeiten stellt die Aktivierung 
eines pilzspezifischen Signalwegs dar, der physiologischerweise unter anderem der 
Anpassung an hyperosmolaren Stress dient. Die pharmakologische Aktivierung des 
High Osmolarity Glycerol (HOG) Signalwegs führt zu einem Ungleichgewicht im 
Wasserhaushalt des Pilzes und kann großen Schaden anrichten, da es zu einem 
Einstrom von Wasser und damit zum Anschwellen bis hin zum Aufplatzen der 
Hyphen kommt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss sogenannter HOG-
aktivierender Substanzen wie Fludioxonil oder Iprodion auf A. fumigatus näher 
untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass durch die Aktivierung des HOG-
Signalwegs zunächst ein fungistatischer Effekt erzielt werden kann, der sich durch 
eine andauernde Inkubation mit HOG-aktivierenden Substanzen zu einem 
fungiziden Effekt steigern lässt. Neben dem Anschwellen und Aufplatzen der 
Hyphen durch den Wassereinstrom lässt sich eine Umstrukturierung der pilzlichen 
Zellwand beobachten, wie die Freisetzung von Galaktomannan, einer vermehrten 
Einlagerung von Chitin und die verstärkte Bildung von Septen. Außerdem führt die 
Aktivierung des HOG-Signalwegs zu weiteren Störungen biologischer Funktionen 
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des Pilzes. So kommt es zur Aufhebung der Kontrollmechanismen der Mitose und 
des Schließens der Septenporen, was zu einer unkontrollierten Akkumulation von 
Zellkernen führt. Neben Aspergillus sind auch wichtige Vertreter von Nicht-
Aspergillus Schimmelpilzen empfindlich für HOG-aktivierende Substanzen. 
Infektionen mit diesen Pilzen sind von zunehmender Bedeutung, da sie schwere 
Krankheitsverläufe auslösen, die oft noch schwerer zu therapieren sind als 
Infektionen mit Aspergillus. Nach heutigem Wissen wird die Aktivierung des 
HOG-Signalwegs durch Typ III Hybrid-Histidin-Kinasen vermittelt. Somit bieten 
diese pilzspezifischen Proteine attraktive Angriffspunkte für die Entwicklung neuer 
Antimykotika. In dieser Arbeit wurde die Typ III Hybrid-Histidin-Kinase (HHK) 
TcsC aus A. fumigatus auf molekularer Ebene charakterisiert. Die sich hieraus 
ergebenden Daten legen nahe, dass es zwei Subklassen von Typ III HHK zu geben 
scheint, die jeweils typisch für Hefen und typisch für filamentöse Pilze sind. Typ 
III HHK in Hefen regulieren den HOG-Signalweg in der Regel negativ, sie werden 
unter osmotischem Stress inaktiviert. In filamentösen Pilzen, wie A. fumigatus, ist 
das Gegenteil der Fall. Die Typ III HHK reguliert den Signalweg positiv, sie wird 
erst unter osmotischem Stress aktiv. Dies korreliert auch mit der Aktivität 
beziehungsweise Inaktivität der isolierten Kinase-Module der jeweiligen Proteine. 
Handelt es sich um einen negativen Regulator des HOG-Signalwegs, wird das 
entsprechende Kinase-Modul von der proximalen HAMP-Domäne angeschaltet. 
Wird der HOG-Signalweg durch die Typ III HHK positiv reguliert, fungiert die 
proximale HAMP-Domäne als Ausschalter des Kinase-Moduls. In jedem Fall wird 
somit das Kinase-Modul durch die proximale HAMP-Domäne so reguliert, dass der 
HOG-Signalweg abgeschaltet wird. Zudem konnten wir zeigen, dass verkürzte 
TcsC-Varianten einen dominant negativen Effekt auf das native TcsC Protein 
ausüben. Es ist folglich wahrscheinlich, dass diese Moleküle miteinander 
interagieren und Dimere bilden können. Es wird davon ausgegangen, dass Typ III 
HHK zytoplasmatische Osmosensoren sind. Wir konnten jedoch zeigen, dass sich 
TcsC im Zellkern befindet und erst bei Aktivierung in das Zytoplasma transloziert. 
Darüber, wie in dieser Lokalisation externe Stresssignale wahrgenommen werden 
können, kann bisher nur spekuliert werden. Zukünftig sollen weitere HOG-
aktivierende Substanzen anhand eines in dieser Arbeit neu etablierten Screening 
Assays identifiziert und auf ihre Eignung für einen therapeutischen Einsatz hin 
untersucht werden.          
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In addition to bacterial and viral infectious diseases, the importance of infections 
caused by pathogenic fungi is increasing. The high mortality rate of invasive 
mycoses, which ranges from 40% to 90%, shows that these diseases should not be 
underestimated. The main trigger of invasive mycoses is Aspergillus, with A. 
fumigatus playing the most important role. However, infections with non-
Aspergillus molds are also of increasing importance. There is a particular risk for 
the development of invasive mycosis, both in human and veterinary medicine, in 
immunosuppressed patients. These include patients suffering from AIDS or CGD, 
patients after organ transplantation or stem cell transplantation, or patients 
undergoing immunosuppressive therapy or chemotherapy. In veterinary medicine, 
immunosuppressive conditions and pre-existing diseases such as tuberculosis also 
play a role. The therapy of invasive mycosis often fails due to the limited number 
of available antimycotics and the incidence of resistance to some of these 
substances strongly increased in recent years. Therefore, there is an urgent need for 
the development of new therapeutic strategies. An alternative approach to the 
hitherto existing treatment options is the activation of the High Osmolarity Glycerol 
(HOG) pathway, a fungal specific signaling cascade, which physiologically serves, 
among other things, the adaption to hyperosmotic conditions. The pharmacological 
activation of the HOG pathway leads to an imbalance of the hydrological balance 
of the fungus and can cause massive damage, due to an influx of water and 
subsequent swelling up to bursting of hyphae. In this study, the influence of HOG-
activating substances, like Fludioxonil or Iprodione, was examined in more detail. 
It could be shown that the activation of the HOG pathway results in a fungistatic 
effect which can be reinforced by a continuous incubation with HOG activating 
substances to a fungicidal effect. In addition to the swelling and bursting of hyphae 
by the influx of water, a reorganization of the fungal cell wall can be observed, such 
as a release of galactomannan, an increased incorporation of chitin and an enhanced 
formation of septa. Moreover, the activation of the HOG pathway leads to further 
disturbances of the biological functions of the fungus, the control mechanisms of 
mitosis and closure of septal pores are abrogated, leading to an uncontrolled 
accumulation of nuclei. Besides Aspergillus, important representatives of non-
Aspergillus fungi are sensitive for HOG activating substances. Infections with these 
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fungi are of increasing importance since they trigger severe pathologies that are 
often even more difficult to treat than infections with Aspergillus. According to 
current knowledge, activation of the HOG pathway is mediated by type III hybrid 
histidine kinases. Thus, these fungi-specific proteins represent attractive target 
structures for the development of new antifungal agents. In this study, the type III 
HHK TcsC from A. fumigatus was characterized at the molecular level. The 
resulting data suggest the existence of two subclasses of type III HHK, typical for 
yeasts or filamentous fungi. Type III HHKs in yeasts normally regulate the HOG 
pathway negatively, so they are inactivated under osmotic stress. In filamentous 
fungi, such as A. fumigatus, the opposite is the case, the type III HHK regulates the 
signaling pathway positively and becomes active only under osmotic stress. This 
also correlates with the activity or inactivity of the isolated kinase modules of the 
respective proteins. In the case of a negative regulator of the HOG pathway, the 
corresponding kinase module is switched on by the proximal HAMP domain. If the 
HOG pathway is positively regulated by the type III hybrid histidine kinase, the 
proximal HAMP domain inactivates the kinase module. In any case, the kinase 
module is regulated by the proximal HAMP domain in such a way that the HOG 
pathway is switched off. We also showed that truncated variants of TcsC exert a 
dominantly negative effect on the native TcsC protein. It is therefore probable that 
these molecules interact with one another and form dimers. It is assumed that type 
III hybrid histidine kinases are cytoplasmic osmosensors, but we were able to show 
that TcsC is located into the cell nucleus and translocates into the cytoplasm only 
upon activation. How external stress signals can be perceived in this location, can 
only be speculated so far. In the future, further HOG-activating substances are to 
be identified using a screening assay newly established in this work and tested for 
their suitability for therapeutic use. 
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